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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Polypeptide, Verfahren zu ihrer Herstellung sowie ihre Verwendung zur Bin- 
dung oder Erkennung vorgegebener Liganden. 
5 Die Lipocaline (Pervaiz and Brew, FASEB J. 1 (1987), 209-214) sind eine Familie kleiner, oft monomerer sekretori- 
scher Proteine, die aus unterschiedlichen Organismen isoliert wurden, und deren physiologische Rolle in der Speic he- 
rung oder dem Transport verschiedener Liganden, wie auch in komplexeren biologischen Funktionen besteht (Flower, 
Biochem. J. 318 (1996), 1-14). Die Lipocaline weisen untereinander relativ geringe Sequenzahnlichkeit auf, und ihre 
Zugehorigkeil zu derselben Proteinstrukturfamilie wurde erst durch die Rontgenstrukturanalyse aufgedeckt (Sawyer et 

10 al., Nature 327 (1987), 659). 

Das erste Lipocalin mit bekannter Raumstruktur war das menschliche Retinol-Bindungsprotein, Rbp, das den Trans- 
port des wasserunloslichen Vitamin A im Blutserum bewirkt (Newcomer et al., EMBO J. 3 (1984), 1451-1454). Kurze 
Zeit spater wurde die Tertiarstruktur des Bilin-Bindungsproteins, Bbp, aus dem Schmetterling Pieris brassicae aufgeklart 
(Huber et al., J. MoL Biol. 195 (1987), 423-434). Anhand der Raumstruktur dieses Lipocalins, die in Fig. 1A schema- 

15 tisch wiedergegeben ist, lassen sich die wesentlichen Strukturmerkmale dieser Proteinklasse erlautem. Zentrales Ele- 
ment in der Faltungsarchitektur der Lipocaline ist die zylindrischc Faltblattstruktur, das sogenannte ^-Barrel, die sich aus 
acht nahezu kreisformig angcordneten antiparallelen (^Faltblattstrangen zusammensctzt. 

Dieses Supersekundarstrukturelement laBt sich auch als "Sandwich"- A nordnung zweier vierstrangiger p-Faltblatt- 
strukturen auffassen. ZusStzliche Strukturelemente sind ein gestrecktes Segment am Aminoterminus der Polypeptidkette 

20 und eine a-Helix in der Nahe des Carboxy terminus, die wiederum von einem gestreckten Segment gefolgt ist. Diese zu- 
satzlichen Merkmale sind jedoch nicht notwendigerweise in alien Lipocalinen ausgepragt. So fehlt z. B. ein erheblicher 
Teil des N-terminalen Segments in dem epididymalen Retinsaure-Bindungsprotein (Newcomer, Structure 1 (1993), 
7-18). Femer sind auch zusatzliche, spezielle Strukturelemente bekannt, wie beispielsweise Membrananker (Bishop und 
Weiner, Trends Biochem. Sci. 21 (1996), 127), die nur in bestimmten Lipocalinen vorkommen. 

25 An einem Ende ist das ^-Barrel durch dichte Aminosaurepackung sowie durch Schleifensegmente verschlossen. Am 
anderen Ende bildet das p-Barrel eine Bindungstasche, in der der jeweilige Ligand des Lipocalins komplexiert wird. Dort 
sind die acht benachbartcn antiparallelen P-Faltblattstrange jeweils paarweise durch Kehrcn in der Polypeptidkette ver- 
bunden, die zusammen mit den angrenzenden Aminosauren, die sich teilweise noch im Bereich der zylindrischen Falt- 
blattstruktur befinden, jeweils ein Schleifensegment bilden. Die Bindungstasche fUr den Liganden wird von diesen ins- 

30 gesamt vier Peptidschleifen gebildet. Im Fall des Bbp wird das Biliverdin DCy in dieser Bindungstasche komplexiert. Ein 
anderer typischer Ligand fur Lipocaline ist das Vitamin A im Fall des Rbp wie auch des p-Lactoglobulins (Papiz et al., 
Nature 324 (1986), 383-385). 

Gegenuberstellungen der Sequenzen von verschiedenen Vertretern der Lipocalinfamilie sind unter anderem in der Ver- 
offentlichung von Cowan et al. (Proteins: Struct., Funct., Genet. 8 (1990), 44-61) und in dem Ubersichtsartikel von Flo- 

35 wer (FEBS Lett. 354 (1 994), 7-11) zu linden. Unter den derzeit weit mehr als 20 unterschiedlichen bekannten Lipocali- 
nen befinden sich vor allem zwei menschliche Proteine, die bereits naher biochemisch charakterisiert wurden: das Reti- 
nol-Bindungsprotein und das Apolipoprotein D, ApoD (Yang et al., Biochemistry 33 (1994), 12451-12455). Das ApoD 
ist besonders interessant, da es enge strukturelle Verwandtschaft mit dem oben erwahnten Bbp aufweist (Peitsch und Bo- 
guski, New Biologist 2 (1990), 197-206). 

40 Ein klassisches Beispiel fur Proteine, die mittels nicht kovalenter Wechselwirkungen Liganden selektiv binden, stellen 
die Antikorper, d. h. Immunglobuline, dar. Diese Proteine spielen als Reagenzien auf den Gebieten der Biotechnologie, 
der Medizin, der Bioanalytik sowie ganz allgemein in den Biowissenschaften eine herausragende Rolle. TVotz der Viel- 
falt der gegebenen Einsatzmoglichkeiten im Zusammenhang mit der Erkennung, Bindung oder Abtrennung von Ligan- 
den werden heute beinahe ausschlieBlich Immunglobuline fur entsprechende Zwecke eingesetzt. Die Anwendung ande- 

45 rer Proteine mit definierten Liganden-Bindungseigenschaften, wie z. B. der Lcktine, ist dagegen auf Spezialfalle be- 
schrankt geblieben. 

Spezifische Antikorper lassen sich gegen verschiedenartigste Zielstrukturen, sogenannte Haptene bzw. Antigene, ge- 
zielt herstellen. Neben dem inzwischen allgemein etablierten Verfahren zur Produktion monoklonaler Antikorper werden 
dazu neuerdings auch biosynthetische Methoden eingesetzt, beispielsweise unter Verwendung der "Phage Display "- 

50 Technik (Hoess, Curr. Opin. Struct. Biol. 3 (1993), 572-579; Wells and Lowman, Curr. Opin. Struct. Biol. 2 (1992), 
597-604). Ist erst einmal die genetische Information fur die Bindungsregion (variable Domanen VH und VL) eines Imm- 
unglobulins mit der gewiinschten Hapten- oder Antigenspczifitat bekannt, so stehen dem Fachmann fur die Produktion 
dieses Antikorpcrs, seiner Fragmente oder davon abgeleiteter Hybridproteine zahlrciche gentechnische Verfahren unter 
Verwendung von eukaryontischen oder bakteriellen Expressionssystemen zur Verfugung. Den noch zeichnen sich mitun- 

55 ter Nachteile beim praktischen Einsatz dieser Proteinklasse ab. 

Beispielsweise ist es bei medizinischen Anwendungen wie z. B. dem "T\imor Imaging" oder dem "Drug Targeting" 
(Chester und Hawkins, Trends Biotechnol. 13 (1995) 294-300) wimschenswert, moglichst kleine Bindungsdomanen ein- 
zusetzen, da man sich davon eine verbesserte Gewebepenetration verspricht. Nach allgemeiner Ansicht ist das Fv-Frag- 
ment, welches sich aus der variablen Domane der leichten Polypeptidkette ( VL) und der variablen Domane der schweren 

60 Polypeptidkette (VH) eines Antikorpers zusammensetzt, in der Regel das kleinste Immunglobulinfragment, welches eine 
su-ukturell intakte Antigen-Bindungsstelle ausbildet. TVpischerweise besteht ein Fv-Fragment allerdings aus ungefahr 
240 Aminosauren, so daB ein solches Protein immcr noch verhaltnismaBig groBe Molckuldimensioncn aufweist. 

Des wciteren kann der Aufbau der Antikorper aus zwei verschiedenen Polypcptidkcltcn (leichtc und schwere Kette) zu 
unerwiinschten ErTekten fuhren. Da jeweils ein Paar kodierender Regionen kloniert und ggf. exprimiert werden muB, ist 

65 die gentechnische Produktion und Handhabung im Vergleich zu Proteinen aus einer einzelnen Polypeptidkette erschwert. 
Zudem hat sich gezeigt, daB Fv-Fragmente nicht selten iiber geringe proteinchemische Stabilitat verfUgen, da ihre VL- 
und VH-Domanen bloB iiber nicht kovalente Wechselwirkungen aneinander gebunden sind. Mit verschiedenen Slrate- 
gien wurde daher schon vcrsucht, die Assoziation der bciden variablen Domanen in dem heterodimcren Fv-Fragment zu 
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stabilisieren. Eine dieser Melhoden bedient sich der Verkniipfung der beiden Polypeptidketten auf der Ebene der TYans- 
lation, wobei sogenannte scFv-Fragmente (Bird und Walker, Trends Biotechnol. 9 ( 1991), 132-137) erhalten werden. Al- 
lerdings hal sich gezeigt, daB diese Vorgehensweise initunter andere Nachteile mil sich bringt, wie zum Beispiel Einbu- 
Ben in der Affinilat fiir den Liganden oder ein unerwunschtes Oligomerisierungsverhalten (Desplancq et al., Protein Eng. 
7(1994), 1027-1033). " 5 

Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zugrunde, andere Polypeptidreagenzien, die wie die Antikorper spezifische 
Bindungseigenschaften fiir vorgegebene Liganden aufweisen, zu entwickeln. Erfindungsgeni5B wird diese Aufgabe ge- 
lost mit den Anticalinen, die herstellbar sind ausgehend von Polypeptiden der Lipocalinfamilie, indem Aminosauren im 
Bereich der vier Peplidschleifen, die an einem Ende der zylindrischen Faltblattslruktur angeordnet sind, muliert werden, 
und die dadurch charakterisiert sind, daB sie einen vorgegebenen Liganden mit bestimmbarer Aflinitat binden. 10 

Ein topographischer Vergleich des Verlaufs der Polypeptidkette in der Proteinfaltung der Lipocaline mit den Fv-Frag- 
menten der Immunglobuline wird aus Fig. 2 ersichtlich. In den Immunglobulinen wird die Bindungsstelle fiir das Anti- 
gen von sechs strukturell hypervariablen Peptidschleifen, auch CDRs (engl.: Complementarity Determining Regions) 
genannt, gebildel. Beide variable Domanen, VH und VL, tragen drei CDRs zur Antigen-Bindungsstelle bei. Die beiden 
variablen Domanen bestehen jeweils aus zwei schichlartig angeordneten p-Faltblattstrukturen, die das strukturell konser- 15 
vierte Geriist bildcn, welches die hypervariablen Peptidschleifen tragt. In dem Fv-Fragment cntstcht so ein innerer und 
ein auBercr Ring von f^Faltblattstrangen, wobei zwei CDRs zwischcn benachbarten Strangen des inncren Rings und vicr 
CDRs zwischen Strangen des inneren und des auBeren Rings aufgespannt sind. 

Im Vergleich dazu sind die Liganden-Bindungsstellen der Lipocaline einfacher aufgebaut. In diesem Fall liegt nur ein 
Ring von 8 antiparallelen P-Faltblattstrangen von das P-Barrel. Diese zyklische Faltblattstruktur ist in der Proteinfaltung 20 
der Lipocaline konserviert. Die Bindungsstelle wird im Eingangsbereich des P-Barrels von den vier Peptidschleifen ge- 
bildet, die jeweils zwei benachbarte p-Faltblattstrange miteinander verbinden. Diese Peptidschleifen k6nnen sich in ihrer 
Struktur erheblich zwischen den einzelnen Mitgliedern der Lipocalinfamilie unterscheiden. 

TYolz der scheinbaren Analogie im struklurellen Aufbau der Immunglobuline und der Lipocaline, d. h, konservierte 
Geriistbereiche einerseits und hypervariable, spezifitatsbestirnrnende Abschnitte andererseits, gibt es einen wesentlichen 25 
Unterschicd zwischen diescn beiden Protcinklassen. Wahrend namlich im mcnschlichen Korpcr ca. lOOMillionen ver- 
schiedene Antikorper zirkulieren und standig neu gcbildet werden, bringt dersclbe Organismus nur wenige verschicdenc 
Lipocaline - wie z. B. das oben erwahnte Rbp oder das ApoD - hervor. Entstehen im Immunsystem eines Saugetiers 
durch somatische Genrekombination und Mutation fortwahrend Antikorper mit neuen Antigenspezifitaten, so sind die 
Lipocaline im Gegensatz dazu im Verlauf der Evolution in der Struktur und Funktion ihrer jeweiligen Liganden-Bin- 30 
dungsstellen weitestgehend konserviert geblieben. Als Beispiel dafur kann das Rbp dienen, dessen Aminosauresequenz 
aus verschiedenen Organismen bekannt ist. Der Sequenzvergleich mit dem menschlichen Rbp (SWISS-PROT Daten- 
bank-Zugriffscode P02753) zeigt, daB beispielsweise zu dem Rbp des Schweins (SWISS-PROT Datenbank-Zugrifls- 
code P27485) bloB 13 und zu dem des Rinds (SWISS-PROT Datenbank-Zugriffscode PI 8902) bloB 14 Unterschiede be- 
stehen. Alle diese Aminosauresubstitutionen befinden sich zudem in der Raumstruktur femab der Bindungsstelle fiir das 35 
Retinol (s. die Fig. 13 in der Veroffentlichung von Cowan et al., supra). 

In dem erfindungsgemaBen Verfahren wird diese Lucke zwischen den funktionellen Eigenschaften der Antikorper und 
der Lipocaline geschlossen, indem eine oder mehrere der vier Peptidschleifen, die die Liganden-Bindungsstelle eines Li- 
pocalins bilden, einer Mutagenese unterzogen werden und im AnschluB daran solche Proteinvarianten (Muteine) ausge- 
wahlt, d. h. selektiert werden, die die gewiinschte Bindungsaktivitat fur einen vorgegebenen Liganden aufweisen. Die 40 
dabei erhaltenen Lipocalinmuteine werden hier als Anticaline bezeichnet. 

Im folgenden wird an einem Beispiel, namlich dem Bbp, erlautert, was unter dem Begriff Peptidschleifen in dieser Er- 
findung anhand der Polypeptidsequenz verstanden werden soil. Die vier Peptidschleifen der Lipocaline, die bei der erfin- 
dungsgemaBen Herstellung der Anticaline durch Mutagenese in ihrer Sequenz abgewandelt werden, sind durch diejeni- 
gen Abschnitte in der linearen Polypeptidsequenz gckennzeichnct, die die Aminosaurcpositionen 28 bis 45, 58 bis 69, 86 45 
bis 99 und 1 14 bis 129 des Bbp umfassen. Diese Sequenzabschnitte beginnen jeweils vor dem C-Terminus eines der kon- 
servierten P-Faltblattstrange an der offenen Seite des (^-Barrels, schlieBen die eigentliche Peptidkehre ein, und enden 
nach dem N-Terminus des in der Sequenz folgenden, ebenfalls konservierten 0-Faltblattstrangs. 

Anhand veroffentlichter oder vom Fachmann selbst durchfuhrbarer Sequenz-Gegeniiberstellungen (Alignments) oder 
Strukturuberlagerungen laBt sich die Definition der fiir das Bbp angegebenen Sequenzpositionen auf andere Lipocaline 50 
ubertragen. Beispielsweise kann man aus der in Fig. 3 wiedergegebenen Sequenz-Gegeniiberstellung, die dem von 
Peitsch und Boguski (New Biologist 2 (1990), 197-206) veroffentlichten Alignment cntspricht, ablcscn, daB die vier 
Peptidschleifen im Fall des ApoD die Aminosaurcpositionen 28 bis 44, 59 bis 70, 85 bis 98 und 113 bis 127 umfassen. 
Mit der beschriebenen Vorgehensweise istes moglich, auch in neuen Lipocalinen die entsprechenden Peptidschleifen zu 
identifizieren, die sich fiir eine erfindungsgemaBe Mutagenese eignen. 55 

Als problematisch bei der Ermittlung der konservierten P-Faltblattstrange kann sich in manchen Fallen die relativ 
schwach ausgepragte Sequenzhomologie der Lipocaline erweisen. Entscheidend ist daher die Fahigkeit der Polypeptid- 
sequenz, die zyklische Faltblattstruktur aus 8 antiparallelen P-Faltblattstrangen auszubilden. Diese laBt sich ggf. unter 
Einsatz strukturanalytischer Methoden wie der Proteinkristallographie oder der multidimensionalen Kernresonanz- 
Spektroskopie nachweisen. 60 

Die zur Mutagenese geeigneten Sequenzabschnitte konnen bei anderen Lipocalinen, wie z. B. dem ApoD oder dem 
Rbp, aufgrund der jeweils variierenden Struktur der Peptidschleifen durchaus langer oder kiirzer sein als beim Bbp (vgl. 
Fig. 3). Es kann sogar von Vorteil sein, einen oder mehrere der Sequenzabschnitte durch Deletion oder Insertion von ei- 
ner oder mehreren Aminosauren zusatzlich in seiner Lange zu verandern. In einer bevorzugten Ausfuhrung der Erfin- 
dung werden diejenigen Aminosaurepositionen in diesen Sequenzabschnitten, die den Sequenzpositionen 34 bis 37, 58, 65 
60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 1 16, 125 und 127 des Bbp entsprechen, und die in den Fig. IB und 3 hervorgehoben sind, 
mutiert. Im Fall des ApoD sind demgemaB die Sequenzpositionen 34 bis 37,59,61,70, 87, 89, 92, 94, 96, 113, 115, 123 
und 125 fur die Mutagenese bevorzugt. Fiir die Herstellung von Anticalinen miisscn jedoch nicht alle hier angegebenen 
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Sequenzpositionen einer Mutagenese unterzogen werden. 

Als Grundstruktur zur Herstellung von Anticalinen sind selbstverstandlich neben den hier genannten Beispielen auch 
andere Lipocaline geeignet. Bevorzugt sind die zur Zeit bereits sehr griindlich biochemisch untersuchten Lipocaline 
Rbp, Bbp oder ApoD zu verwenden. Besonders bevorzugt sind Lipocaline humanen Ursprungs zur Herstellung von An- 
5 Licalinen zu verwenden. Dies gilt vor allem, wenn eine Anwendung des oder der resultierenden Anticaline am Menschen 
beabsichtigt ist, da beispielsweise bei diagnostischen oder therapeutischen Anwendungen in vivo im \fergleich zu den Li- 
pocalinen aus anderen Organismen mini male immunogene Wirkung zu erwarten ist. Jedoch konnen sich auch andere und 
ggf. kiinftig erst neu zu entdeckende Lipocaline als besonders vorteilhaft zur Herstellung von Anticalinen erweisen. 
Ebenso konnen kunstliche Proteine mil einem dem ^-Barrel der Lipocaline strukturell aquivalenten Faltungselement 
10 dazu verwendet werden. 

Vorzugsweise sollen die erfindungsgemaBen Anticaline den gewiinschten Liganden mit bestimmbarer Affinitat, d. h. 
mit einer Affinitatskonstante von mindestens 10 s M" 1 binden. Niedrigere Affinitaten lassen sich mit den Ublichen MeB- 
methoden in der Regel nicht mehr exakt erfassen und sind daher fur praktische Anwendungen von untergeordneter Be- 
deutung. Besonders bevorzugt sollen die Anticaline den gewiinschten Liganden mit einer Affinitat von mindestens 10 6 
15 M~ l , entsprechend einer Komplex-Dissozialionskonstante von 1 uM, binden. Die Bindungsaffinitat eines Anticalins zu 
dem gewiinschten Liganden kann vom Fachmann mit einer Vielzahl von Methoden ermittelt werden, beispielsweise mit 
dem Verfahren der Fluoreszcnztitration, durch Kompetitions-ELISA oder mittels der Obcrflachen-Plasmonresonanz- 
technik. 

Als Ausgangspunkt zur Mutagenese der Peptidschleifen kann die cDNA eines Lipocalins dienen, die mit dem Fach- 
20 mann bekannten Methoden hergestellt und kloniert werden kann, wie es beispielsweise fiir das Bbp beschrieben wurde 
(Schmidt und Skerra, Eur. J. Biochem. 219 (1994), 855-863). Alternativ kann auch genomische DNA eingesetzt oder 
eine Gensynthese oder eine Kombination dieser Verfahren durchgefiihrt werden. Zur Mutagenese der Aminosauren in 
den vier Peptidschleifen stehen dem Fachmann die verschiedenen bekannten Vferfahren zur ortsspezifischen Mutagenese 
oder zur Mutagenese mittels der Polymerase-Kettenreaktion zur Verfugung. Die Mutageneseverfahren konnen beispiels- 
25 weise dadurch gekennzeichnet sein, daB Mischungen synthetischer Oligodesoxynukleotide, die an den gewunschten Po- 
sitionen degencrierte Basenzusammensetzung aufweisen, zur Einfuhrung der Mutationen verwendet werden. Auch der 
Einsatz von Nukleotidbausteinen mit reduzierter Basenpaarungsspezifitat, wie z. B. Inosin, kommt zur Einfuhrung von 
Mutationen in den ausgewahlten Sequenzabschnitten oder Aminosaurepositionen in Betracht. Im Vergleich zu den An- 
tikorpem ist die Vorgehensweise zur Mutagenese der Liganden-Bindungsstelle vereinfacht, da bei den Lipocalinen dafur 
30 nur vier anstelle von sechs Sequenzabschnitten - entsprechend den vier oben genannten Peptidschleifen - manipuliert 
werden miissen. 

Bei den Methoden der ortsgerichteten Zufallsmutagenese unter Einsatz von synthetischen Oligodesoxynukleotiden 
lassen sich die betreffenden Aminosaurepositionen in der Lipocalinstruktur, die mutiert werden sollen, vorherbestim- 
men. Die ideale Auswahl der zu mutierenden Aminosaurepositionen kann von dem verwendeten Lipocalin einerseits und 

35 dem gewiinschten Liganden andererseits abhangen. Dabei kann es sinnvoll sein, die Gesamtzahl der mutierten Amino- 
saurepositionen innerhalb eines Experiments so gering zu halten, daB die Sammlung der bei der Mutagenese erhaltenen 
Varianten, d. h. die sogenannte Bibliothek, in ihrer Gesamtheit oder wenigstens in einer reprasentativen Auswahl davon 
sowohl auf der Ebene der kodierenden Nukleinsaure als auch auf der Ebene der Genprodukte in ihrer kombinatorischen 
Komplexitat moglichst vollstandig realisiert werden kann. 

40 Die zu mutierenden Aminosaurepositionen sollten sich vor allem dann sinnvoll auswahlen lassen, wenn Strukturinfor- 
mationen iiber das verwendete Lipocalin selbst, wie im Fall des Rbp und des Bbp, oder zumindest iiber ein Lipocalin mit 
ahnlicher Struktur vorliegen, wie z. B. im Fall des ApoD. Der Satz der ausgewahlten Aminosaurepositionen kann auBer- 
dem von den Eigenschaften des gewunschten Liganden abhangen. Z, B. kann es im Fall eines kleinen, haptenartigen Li- 
ganden sinnvoll sein, vor allem Aminosaurepositionen am Zentrum der Liganden-Bindungstasche, also noch in oder 

45 nahe dem Bereich des p-Barrels, der Mutagenese zu untcrziehen. Im Fall eines groBercn, antigenartigen Liganden dage- 
gen sollte die Mutagenese auch diejenigen Aminosaurepositionen in den Peptidschleifen betreffen, die besonders expo- 
niert an der Proteinoberflache angeordnet sind, und die sich eher in der Mitte der entsprechenden Sequenzabschnitte be- 
finden. Abgesehen von einer solchen funktionellen Betrachtung kann es sich zudem als vorteilhaft erweisen, einzelne 
Aminosaurepositionen im Bereich der Liganden-Bindungstasche von einer Mutagenese aus zunehmen, wenn diese sich 

50 beispielsweise als essentiell fiir die Faltungseffizienz oder -stabilitat des Proteins erweisen. 

Eine der zahlreichen anwendbaren Methoden zur Einfuhrung von Mutationen im Bereich der vier Peptidschleifen ei- 
nes Lipocalins basiert auf der Verwcndung von vier Oligodesoxynukleotiden, die jeweils von einem der vier entspre- 
chenden zu mutierenden Sequenzabschnitte abgcieitet sind. Bei der Herstellung dieser Oligodesoxynukleotide kann der 
Fachmann zur Synthese derjenigen Nukleotidtripletts, die den zu mutierenden Aminosaurepositionen entsprechen, Ge- 

55 mische von Nukleinsaurebausteinen einsetzen, so daB zufaliig Codons bzw. Anticodons fiir alle Aminosauren oder, ge- 
maB dem genetischen Code und der Zusammensetzung dieser Mischung, fUr eine Auswahl der an dieser Position ge- 
wiinschten Aminosauren zustandekommen. 

Beispielsweise entspricht das erste Oligodesoxynukleotid in seiner Sequenz - abgesehen von den mutierten Positionen 
- zumindest teilweise dem kodierenden Strang fiir diejenige Peptidschleife, die in der Polypeptidsequenz des Lipocalins 

60 am weilesten N-terminal liegt. Das zweite Oligodesoxynukleotid entspricht demgemaB zumindest teilweise dem nicht- 
kodierenden Strang fiir den in der Polypeptidsequenz folgenden zweiten Sequenzabschnitt. Das dritte Oligodesoxynu- 
kleotid entspricht wiedcrum zumindest teilweise dem kodierenden Strang fur den entsprechenden dritten Sequenzab- 
schnitt. Das vierte Oligodesoxynukleotid entspricht schlicBlich zumindest teilweise dem nichtkodierenden Strang fiir 
den vierten Sequenzabschnitt. Mit dem ersten und zweiten Oligodesoxynukleotid sowie mit dem dritten und vierten Oli- 

65 godesoxynukleotid kann jeweils eine Polymerase-Kettenreaktion unter Verwendung der fiir das Lipocalin kodierenden 
Nukleinsaure und/oder ihres Gegenstrangs als Matrize durchgefiihrt werden. 

Die Amplifizierungsprodukle dieser beiden Reaktionen konnen durch verschiedene bekannte Methoden zu einer Nu- 
kleinsaure zusammengesetzt werden, wclche die Sequenz von dem ersten bis zum vierten Sequenzabschnitt umfaBt und 
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die Mutationen an den ausgewahlten Aminosaurepositionen tragt. Beispielsweise konnen die beiden Produkte dazu einer 
erneuten Polymerase-Kettenreaktion unter Verwendung flankierender Oligodesoxynukleotide als Primer sowie eines 
oder mehrerer vennittelnder Nukleinsauremolekule, die die Sequenz zwischen dem zweiten und dem dritten Sequenzab- 
schnitt beitragen, unterzogen werden. Diese Vforgehensweise ist in Fig. 4 schemalisch wiedergegeben, Bei der Wahl der 
Anzahl der zur Mutagenese verwendeten Oligodesoxynukleotide und deren Anordnung innerhalb der Gensequenz des 5 
Lipocalins stehen dem Fachmann dariiber hinaus vielfaltige Alternativen zur Verfdgung. 

Die Nukleinsauremolekule, die fur den Sequenzbereich mit den vier Peptidschleifen eines Lipocalins kodieren und 
Mutationen an den ausgewahlten Positionen enthalten, konnen durch Legierung mit den fehlenden 5*- und 3-Sequenzen 
einer fur das Lipocalin kodierenden Nukleinsaure verbunden und in einem der bekannten Wirtsorganismen kloniert wer- 
den. Fiir die Legierung und Klonierung stehen wiederum vielfaltige \forgehensweisen zur Verfugung. Beispielsweise 10 
konnen im Verlauf einer Amplifizierung synthetische Nukleinsauremolekule mit Erkennungssequenzen fiir Restriktions- 
endonukleasen, welche an den entsprechenden Positionen in der Nukleinsauresequenz fur das Lipocalin eben falls vor- 
handen sind, an den beiden Enden der zu klonierenden Nukleinsaure angefugt werden, so daB nach der Hydrolyse mit 
dem entsprechenden Restriktionsenzym eine Legierung ermoglicht wird. 

Die vorliegende Erfindung betrifFt auch die gezielte Mutagenese einzelner Aminosaurepositionen innerhalb oder au- 15 
Berhalb der vier Peptidschleifen, beispielsweise um durch Einfuhrung von Schnittstellen fiir bestimmte Restriktionsen- 
zyme die Subklonierung des mutiertcn Lipocalingens oder seiner Teile zu vereinfachen. Beispielsweise konnen in das 
Bbp-Gen die Mutationen Asn21 zu Gin und Lysl35 zu Met eingefiihrt werden, um die Klonierung des mutierten Genab- 
schnitLs iiber zwei neue BstXI-Restriktionsschnittstellen an diesen Positionen zu erleichtern. Ebenso betrifft die vorlie- 
gende Erfindung die gezielte EinfUhrung von Mutationen innerhalb oder auBerhalb der vier Peptidschleifen, um be- 20 
stimmte Eigenschaften des Anticalins zu verbessern, z. B. seine Faltungsstabilitat oder -eflizienz oder seine Wider- 
standsfahigkeit gegeniiber Proteasen. So kann beispielsweise durch den Aminosaureaustausch Lys87 zu Ser eine Spal- 
tung des Bbp in zwei Fragmente, die ansonsten bei dessen Produktion in E. coli auftritt, unterdriickt werden. Eine Oligo- 
merisierung des urspriinglichen Bbp kann zudem durch die Mutation Asnl zu Asp vermieden werden. Auch kann durch 
den Austausch Cysll6 zu Ser im ApoD dessen kovalente Quervemetzung mit anderen Proteinen verhindert und seine 25 
monomcre Struktur stabilisiert werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrung der Erfindung dient dementsprechend die Bbp-\&riantc mit der Substitution Lys87 
zu Ser als Grundstruktur zur Herstellung von Anticalinen. Besonders bevorzugt wird die Bbp-Wiante mit den Substitu- 
tionen Asnl zu Asp, Asn21 zu Gin, Lysl35 zu Met und Lys87 zu Ser zur Herstellung von Anticalinen eingesetzt. 

Auch iangere Sequenzabschnitte innerhalb des fur das Lipocalin kodierenden Gens konnen mittels bekannter Metho- 30 
den einer Zufallsmutagenese unterworfen werden, z. B. durch Einsatz der Polymerase-Kettenreaktion unter Bedingun- 
gen erhohter Fehlerrate, durch chemische Mutagenese oder durch Verwendung bakterieller Mutatorstamme (Low et al., 
J. Mol. Biol. 260 (1996), 359-368). Derartige Methoden lassen sich auch zur weiteren Optimierung der Ligandenaflinitat 
oder -spezifitat eines bereits hergestellten Anticalins verwenden. Mutationen, die dabei moglicherweise auBerhalb der 
vier Schleifenregionen auftreten, konnen oft toleriert werden oder sich sogar als giinstig erweisen, wenn sie z. B. zu einer 35 
verbesserten Faltungseffizienz oder -stabilitat des Anticalins beitragen. 

Nachdem die der Mutagenese unterzogenen kodierenden Nukleinsauresequenzen zur Expression gebracht worden 
sind, konnen aus den verschiedenen Klonen der erhaltenen Bibliolhek diejenigen Klone selektiert werden, die die gene- 
tische Information fur Anticaline Uragen, welche einen vorgegebenen Liganden binden. Zur Selektion dieser Klone kon- 
nen bekannte Expressionsstrategien und Selektionsstrategien eingesetzt werden. Derartige Methoden sind beispielsweise 40 
im Zusammenhang mit der Herstellung oder dem Engineering rekombinanter Antikorperfragmente beschrieben worden, 
wie die "Phage Display" -Technik oder "Colony Screening'-Methoden (Skerra et al., Anal. Biochem. 196 (1991), 
151-155). 

Als Beispiel fur ein erfindungsgemaBes Selektionsverfahren fur Anticaline mit den gewiinschten Bindungseigenschaf- 
tcn sei hier eine Ausfuhrungsform der "Phage Display"-Tcchnik (Hoess, supra; Wells and Lowman, supra; Kay et al., 45 
Phage Display of Peptides and Proteins - A Laboratory Manual (1996), Academic Press) genannt. Die verschiedenen an- 
deren moglichen Ausfuhrungsformen der "Phage Display"-Technik werden hiermit per Referenz in die Offenbarung ein- 
bezogen. Fiir das beispielhafte Selektionsverfahren werden Phasmide hergestellt, welche die Expression des mutierten 
Lipocalin-Strukturgens als Fusionsprotein mit einer Signalsequenz am N-Terminus, bevorzugt der OmpA-Signalse- 
quenz, und mit dem Hullprotein pin des Phagen M13 (Model und Russel, in "The Bacteriophages", Vbl. 2 (1988), Pie- 50 
num Press, New York, 375-456) oder Fragmenten dieses Hullproteins, welche in die Phagenhiille eingebaut werden, am 
C-Tcrminus bewirken. Bevorzugt wird das C-terminale Fragment ApIII des Phagcn-Hiillproteins, welches lediglich die 
Aminosaurcn 217 bis 406 des natiirlichen Hullproteins pin enthalt, zur Herstellung der Fusionsproteine verwendet. Be- 
sonders bevorzugt wird ein C-terminales Fragment von pin, in dem der Cysteinrest an der Position 201 fehlt oder durch 
eine andere Aminosaure ersetzt ist. 55 

Das Fusionsprotein kann noch weitere Bestandteile enthalten, wie z. B. ein Affinitatsanhangsel oder eine Epitopse- 
quenz fiir einen Antikorper, die den Nachweis, die Immobilisierung oder die spatere Reinigung des Fusionsproteins oder 
seiner Teile gestattet. Ferner kann sich zwischen der fiir das Lipocalin oder Anticalin kodierenden Region und dem Gen- 
abschnitt fiir das Hullprotein oder sein Fragment ein Stopcodon, vorzugsweise ein Amber-Stopcodon, befinden, das in ei- 
nem geeigneten Suppressorstamm bei der TVanslation zumindest teilweise in eine Aminosaure ubersetzt wird. 60 

Als Phasmide werden hier bakterielle Plasmide bezeichnet, die die intergenische Region eines filamentosen Bakterio- 
phagen, wie z. B. M13 oder fl (Beck und Zink, Gene 16 (1981), 35-58) oder einen funktionellen Teil davon tragen, so 
daB bei Superinfcktion der Bakterienzelle mit einem Hclfcrphagen, beispielsweise M13K07, VCS-M13 oder R408, ein 
Strang der zirkularen Phasmid-DNA mit Hullproteinen verpackt und als sogenanntes Phagemid in das Medium ausge- 
schleust wird. Dieses Phagemid hat einerseits das von dem jeweiligen Phasmid kodierte Lipocalinmutein als Fusion mit 65 
dem HUllprotein pIU oder dessen Fragment an seiner Oberflache eingebaut, wobei die Signalsequenz von dem Fusions- 
protein in der Regel abgespalten wird. Andererseits tragi es eine oder mehrere Kopien des nativen Hullproteins pIU von 
dem Hclfcrphagen und ist somit in der Lagc, einen Rezipicntcn - im allgemeincn einen Bakterienstamm, der ein F- oder 
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F-Plasmid tragi - zu infizieren. Auf diese Weise wird eine physikalische Kopplung zwischen der verpackten Nuklein- 
saure, die die genetische Information fiir das jeweilige Lipocalinmutein oder Anticalin tragi, und dera kodierten Protein 
gewahrleistet, das zuinindest leilweise in funktionelier Form an der Oberflache des Phagemids prasentiert wind. 

Zur Konsiruktion der Phasmide mil den fur die Bbp-Muteine kodierenden Sequenzen kann beispielsweise der \fektor 
5 pBBP20 (Fig. 5) verwendet werden. Zur Selektion von Anticalinen ausgehend von einem anderen Lipocalin wind ein 
analoger Vektor hergestellt, indem die DNA-Sequenz, die fiir dieses Lipocalin oder seine Muteine kodiert, anstelle der 
fur das Bbp kodierenden Sequenz in den Vektor pBBP20 inseriert wird. Im Fall des Bbp oder seiner Muteine kann die fur 
die vier Peptidschleifen kodierende Nukleinsaure beispielsweise Uberdie beiden BstXI-Restriktionsschnittstellen in den 
Vektor pBBP20 inseriert werden. Rekombinante Phasmide werden durch Transformation in den E. coli-Stamm, bei- 

10 spiels weise XL 1 -Blue (Bullock el aL, BioTechniques 5 (1987), 376-379) oder TGI, eingebrachl. Auf diese Weise wer- 
den Klone hergestellt, die zahlreiche verschiedene Lipocalinmuteine als Fusionsproteine produzieren konnen. 

AnschlieBend wind diese Bibliothek, d. h. die Sammlung der erhaltenen Klone, nach bekannten Verfahren in Fliissig- 
kultur mit einem M13-Helferphagen superinfiziert. Nach dieser Infektion kann die Inkubationstemperatur der Kultur zur 
Produklion der Phagemide abgesenkt werden. Bevorzugt werden Inkubationstemperaturen, bei denen eine optimale Fal- 
ls lung der Lipocalinmuteine als Bestandteil des Fusionsproteins mit dem Phagenhullprotein oder seinem Fragment zu er- 
wartcn ist. Wahrcnd oder nach der Infcktionsphase kann in den Baktericnzellen die Expression des Gens fur das Fusi- 
onsprotcin mit dem Lipocaliumutein induzicrt werden. Die Induktionsbcdingungen werden so gewahlt, daB ein crhebli- 
cher Teil der produzierten Phagemide mindestens ein Lipocalinmutein prasentiert. Die Phagemide werden nach einer In- 
kubationsphase der Kultur von beispielsweise 6 bis 8 h isoliert. Zur Isolierung der Phagemide sind verschiedene Verfah- 

20 ren, wie z. B. die Prazipitation mit Polyethylenglykol bekannt. 

Die isolierten Phagemide kdnnen durch Inkubation mit dem gewunschten Liganden einer Selektion unterworfen wer- 
den, wobei der Ligand in einer Form vorliegt, die eine zumindest vorubergehende Immobilisierung derjenigen Phage- 
mide ermdglicht, die Anticaline mit der gewiinschten Bindungsakti vital als Fusionsprotein in ihrer Hiille tragen. Unter 
den verschiedenen dem Fachmann bekannten Ausfuhrungsformen kann der Ligand beispielsweise mit einem Tragerpro- 

25 tein, wie Serumalbumin, konjugiert und tiber dieses Tragerprotein an eine proteinbindende Oberflache, beispielsweise 
Polystyrol, gebunden werden. Zu dieser Immobilisierung des Liganden lassen sich bevorzugt die fur ELIS A-Techniken 
geeigneten Mikrotitcrplatten oder sogenannte "Immuno-S ticks" verwenden. Alternativ konnen auch Konjugate des Li- 
ganden mit anderen bindefahigen Gruppen, wie z. B. Biotin, eingesetzt werden. Der Ligand laBt sich dann an Oberfla- 
chen immobilisieren, die diese Gruppe selektiv binden, wie z. B. mit Streptavidin oder Avidin beschichtete Mikrotiter- 

30 platten oder paramagnetische Partikel. 

Vorhandene Proteinbindungsstellen an den mit dem Liganden besetzten Oberflachen konnen mit den fur ELISA-\fer- 
fahren bekannten Blockierungslosungen abgesattigt werden. AnschlieBend werden die Phagemide beispielsweise in ei- 
nem physiologischen Puffer mit dem an der Oberflache immobilisierten Liganden in Kontakt gebrachl. Ungebundene 
Phagemide werden durch mehrfaches Waschen entfemt. Die an der Oberflache verbleibenden Phagemidpartikel werden 

35 anschlieBend eluiert. Zur Elution kann der freie Ligand in geloster Form zugegeben werden. Die Phagemide konnen aber 
auch durch Zugabe von Proteasen oder unter maBig denaturierenden Bedingungen, z. B. in Gegenwart von Sauren, Lau- 
gen, Detergentien oder chaotropen Salzen, eluiert werden. Eine bevorzugte Methode ist die Elution mittels Puffern mit 
pH 2,2, wobei das Eluat anschlieBend neutralisiert wird. 
Danach werden E. coli-ZeUen mittels allgemein bekannter Methoden mit den eluierten Phagemiden infiziert. Die Nu- 

40 kleinsaure kann auch aus den eluierten Phagemiden extrahiert und auf andere Weise in die Zellen eingebracht werden. 
Ausgehend von den dabei erhaltenen E. coli-Klonen werden durch Superinfektion mit M13-Helferphagen nach dem 
oben beschriebenen Verfahren wiederum Phagemide erzeugt und die auf diese Weise vermehrten Phagemide erneut einer 
Selektion an der Oberflache mit dem immobilisierten Liganden unterworfen. Oft sind mehrere Selektionszyklen notwen- 
dig, um die Phagemide mit den Anticalinen in angereicherter Form zu erhalten. Die Anzahl der Selektionszyklen wird 

45 bevorzugt so gewahlt, daB bei der anschlieBenden funktionellen Analyse mindestens 0,1% der untersuchten Klone Lipo- 
calinmuteine mit nachweisbarer oder bestimmbarer Affinitat zu dem vorgegebenen Liganden produzieren. Abhangig 
vom Umfang, d. h. der Komplexitat der eingesetzten Bibliothek sind dazu typischerweise 2 bis 8 Zyklen notwendig. 

Zur funktionellen Analyse der selektierten Muteine wird ein E. coli-Stamm mit den nach den Selektionszyklen erhal- 
tenen Phagemiden infiziert und die entsprechende doppelstrangige Phasmid-DNA isoliert. Ausgehend von dieser Phas- 

50 mid-DNA oder auch von der aus den Phasmiden exlrahierten einzelstrangigen DNA kann die Nukleinsauresequenz der 
selektierten Lipocalinmuteine mittels der dazu ubhehen Methoden bestimmt und die Arninosauresequenz daraus abge- 
leitet werden. Die mutierte Region oder die Sequenz des gesamten Lipocalinmuteins oder Anticalins kann in einem an- 
deren Expressionsvektor subkloniert und in einem geeigneten Wirtsorganismus exprimiert werden. Als Expressions vek- 
tor kann beispielsweise pBBP21 verwendet werden, und die Expression mit pBBP21-Derivaten kann in E. coli-Stam- 

55 men, beispielsweise E. coli-TGl, durchgefuhrt werden. Die gentechnisch hergestellten Anticaline konnen durch ver- 
schiedene proteinchemische Verfahren gereinigt werden. Die beispielsweise mit pBBP21 produzierten Anticaline tragen 
das Affinitatspeptid Strep-Tag II (Schmidt et al., J. MoL Biol. 255 (1996), 753-766) an ihrem C-Terminus und konnen 
daher bevorzugt mittels der Streptavidin- Affinitatschromatographie gereinigt werden. 
Die Selektion kann ebenso mittels anderer Methoden durchgefuhrt werden. Eine Vielzahl entsprechender Ausfuh- 

60 rungsformen ist dem Fachmann bekannt oder in der Literalur beschrieben. Auch eine Kombination von Methoden kann 
angewandt werden. Beispielsweise konnen Klone, die durch "Phage Display" selektiert oder zumindest angereichert 
wurden, zusatzlich einem "Colony Screening" unterzogen werden. Diese Vorgehensweisc hat den Vorteil, daB dabei di- 
rektcinzclne Klone hinsichtlich der Produktion von Anticalinen mit nachweisbarer Bindungs affinitat fiir einen Liganden 
isoliert werden kSnnen. 

65 Neben der Verwendung von E. coli als Wirtsorganismus bei der "Phage Display"-Technik oder der "Colony Scree- 
ning"-Melhode lassen sich beispielsweise auch andere Bakterienstamme, Hefen oder auch Insekten- oder Saugerzellen 
dazu heranziehen. Zusatzlich zur Selektion eines AnUcalins aus einer primaren Bibliothek, die ausgehend von einer ko- 
dierenden Nukleinsauresequenz fur ein Lipocalin hergestellt wurde, konnen vergleichbare Methoden auch angewandt 
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werden, um ein Anticalin durch wiederholte, ggf. eingeschrankte Mutagenese seiner kodierenden Nukleinsa"uresequenz 
hinsichtlich Affinitat oder Spezifital fur den gewUnschten Liganden zu opdmieren. 

Es ist uberraschend, daB mil dem erfindungsgemaBen Verfahren Aniicaline gewonnen werden konnen, die hohe Affi- 
nitat zu einem vorgegebenen Liganden zeigen. Mil den in den Beispielen beschriebenen Andcalinen wurden fur ver- 
schiedene Fluoresceinderivate Bindungskonstanlen bestimmt, die mehr als \(f M~ l betrugen. Diese Affinitatswerte lie- 5 
gen in derselben GroBenordnung wie die Affinitaten der Lipocaline zu ihren natiirlichen Liganden, beispielsweise von 
Rbp zu Vitamin A (Cogan et al., Eur. J. Biochem. 65 (1976), 71-78). Im Gegensatz zu den natiirlichen Liganden der Li- 
pocaline, die in der Regel wasserunlSslich und chemisch unbestandig sind, handelt es sich allerdings bei Fluorescein um 
eine relativ hydrophile Verbindung, die auch in immunologischen Studien als Hapten mil Modellcharakter eingesetzt 
wurde (Voss, Fluorescein Hapten: An Immunological Probe (1984), CRC Press). Zudem zeigt das Fluorescein mil dem 10 
Biliverdin DCy, dem urspriinglichen Liganden des Bbp, keinerlei strukturelle Verwandtschafl. 

Solche mit den Andcalinen erzielbare Affinitaten fur neue Liganden sind vergleichbar mit den Affinitaten, welche fiir 
Antikorper aus der sekundaren Immunantwort bekannt sind. Dariiber hinaus besteht zusatzlich die Moglichkeit, die her- 
gestellten Andcaline einer weiteren, ggf. pardellen Zufallsmutagenese zu unterwerfen, um aus der dabei erhaltenen 
neuen Bibliothek Varianten mit noch hoherer Affinilat zu selektieren. Entsprechende Vorgehensweisen wurden bereits im 15 
Fall rekombinanter Andkorperfragmente zum Zweck einer "Affinitatsmaturierung" beschriebcn (Low et al., supra; Bar- 
bas und Burton, Trends Biotechnol. 14 (1996), 230-234) und lassen sich vom Fachmann auch auf die Andcaline in ent- 
sprechender Weise anwenden. 

ttberraschenderweise zeigte sich weiterhin, daB die vierPepddschleifen, welche die Liganden-Bindungstasche der Li- 
pocaline bilden, hohe Toleranz fur Aminosauresubsdtutionen aufweisen, ohne daB die Faltung der Polypeptidkette in den 20 
gewonnenen Andcalinen dadurch wesendich beeintrachtigt wird. Dementsprechend ist es moglich, Anticaline zu gene- 
rieren, die Bindungstaschen mit vielfaldgen Oberflacheneigenschaften aufweisen, so daB die molekulare Erkennung von 
unterschiedlichsten Liganden, auch von Peptiden oder Polypepdden sowie anderen Makromolekiilen, realisiert werden 
kann. 

Ist die genedsche Informadon fiir ein Anticalin erst einmal vorhanden oder seine Aminosauresequenz bekannt, so lafit 25 
es sich mit allgemein bekannten gentechnischen Verfahren produziercn, Bevorzugt sind Verfahren zur Herstellung von 
Anticalinen, wobei das Andcalin, ein Fragment des Andcalins oder ein Fusionsprotein aus dem Andcalin und einem an- 
deren Polypeptid ausgehend von der fur das Andcalin kodierenden Nukleinsaure mittels gentechnischerMethoden in ei- 
nem bakteriellen oder eukaryondschen Wirtsorganismus produziert und aus diesem Wirtsorganismus oder dessen Kultur 
gewonnen wird. Die Tatsache, daB dabei in der Regel nur ein Strukturgen zur Expression gebracht werden muB, stellt 30 
eine erhebliche Vereinfachung im Vergleich zu den Antikorpem oder ihren Fragmenten dar. 

Eine Vielzahl von Wirtsorganismen, wie E. coli und andere Gram-negadve oder auch Gram- positive Bakterien, Hefen 
und andere eukaryondsche Zellen, kann zur gentechnischen Herstellung eingesetzt werden. Auch die Wahl zwischen di- 
versen Expressionsstrategien ist moglich. So fiuhrt beispielsweise im Wirtsorganismus E, coli die Sekretion mit einer ge- 
eigneten Signalsequenz, wie in den Beispielen beschrieben, zum korrekt gefalteten, funktionellen Protein, in dem die 35 
Disulfldbindungen ausgebildet sind. Andererseits ist es ebenfalls moglich, ein Andcalin im Cytosol einer Bakterienzelle 
zu produzieren und, falls das Lipocalin im Cytosol nicht funkdonell gefaltet wird, dieses erst in vitro funkdonell zu fal- 
len. Selbst eine Faltung aus Aggregaten, welche sich bei der Sekretion ggf. im Peri plasma des Bakteriums ansammeln, ist 
moglich. 

Gentechnisch hergestellte Anticaline konnen mittels einer Vielzahl etablierter Melhoden gereinigt werden. Die Eig- 40 
nung der Methode hangt jeweils vom verwendeten Wirtsorganismus, der Expressionsstrategie und anderen Faktoren ab, 
die dem in der Expression und Reinigung rekombinanter Proteine erfahrenen Fachmann bekannt sind. Die Reinigung 
kann ggf. vereinfacht werden, indem das Andcalin mit einer oder mehreren Pepddsequenzen fusioniert wird. Bevorzugt 
sind zur Fusion solche Pepdde oder Proteine zu verwenden, die dem resulderenden rekombinanten Protein Affinitat zu 
besdmmten Saulcnmaterialien vcrleihen. Solche Fusionen solltcn die Funkdon des Andcalins nicht ncgadv beeinflussen 45 
oder mussen z. B. durch Einfiigung geeigneter Proteaseschnittstellen abspaltbar sein. Als typische Beispiele fur Fusions- 
partner seien Oligohistidin-Anhangsel, das Strep-Tag oder das Strep-Tag II, die GIutathion-S-Transferase, das Maltose- 
Bindungsprotein oder die Albumin-Bindungsdomane des Protein G genannt. Ebenso konnen Andcaline iiber ihre jewei- 
lige Liganden-Bindungsstelle mittels einer Affinitatschromatographie an dem an einer Saulenmatrix immobilisierten zu- 
gehorigen Liganden, bzw. geeignelen Derivaten dieses Liganden, gereinigt werden. Der Aufbau der Andcaline aus einer 50 
einzelnen Polypepddkette ist im Vergleich mit rekombinanten Andkorperfragmenten bei der Reinigung von Vorteil, da 
keine MaBnahmen crgrifFen werden mussen, um die intakte Assoziation von Untereinheiten zu gewahrleisten. 

Die Struktur eines Andcalins kann zum Zweck der verbesserten Produkdon, Reinigung oder Anwendbarkeit zusatz- 
lich modifiziert werden. So kann beispielsweise das N- oder das C-terminale Peptidsegment, welches nicht Bestandteil 
der p-Barrel-Struktur ist, entfemt werden. Vorhandene Disulfldbindungen konnen durch Substitution der Cysteinreste 55 
eliminiert, oder neue Disulfldbindungen konnen an anderer Stelle eingefiihrt werden. Freie Cysteinreste, wie der Rest 
116 im ApoD, konnen entfemt werden, wenn sie z. B. die Produkdon oder die Stabilitat des Andcalins beeintrachdgen. 
Ggf. konnen auch Cysteinreste neu eingefiihrt werden, um z. B. entsprechende Proteinkonjugate durch chemische Kopp- 
lung mit anderen Komponenten herzustellen. Auch konnen auBerhalb der eigendichen Ligandenbindungstasche Bin- 
dungsstellen fur weitere Liganden, wie z. B. Metallionen, in das Andcah'n eingebaut werden. SchlieBlich konnen auch zu 60 
anderen Zwecken als der Proteinproduktion oder -reinigung Fusionsproteine aus Andcalinen und anderen Polypepdden, 
Proteinen oder Proteindomanen mittels dem Fachmann bekannter Methoden hergestcllt werden. Die Fusion kann bevor- 
zugt am N-Tcrminus oder auch am C-Terminus des Andcalins erfolgcn. 

Derartige Fusionen konnen geeignetsein, um dem Andcalin neue Eigenschaften zu vermitteln, wie z. B. enzymatische 
Aktivitat oder Affinitat zu anderen Molekiilen, wie Proteinen, Makromolekiilen oder niedermolekularen Liganden. Bei- 65 
spielsweise sind Fusionen mit Enzymen, welche chromogene oder fluorogene Reakdonen katalysieren oder zur Freiset- 
zung von cytotoxischen Agenzien dienen konnen, moglich. Weitere Beispiele fur Fusionspartner, die in der Praxis von 
Vorteil sein konnen, sind Bindungsdomancn wie die Albumin-Bindungsdomane von Protein G, Protein A, Andkorpcr- 
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fragmente, Oligomerisierungsdomanen, Toxine oder auch Anticaline mit anderer oder derselben Ligandenspezifitat. Al- 
teraativ zur Herstellung von Fusionsproteinen konnen auch Konjugate aus Anticalinen und Proteinen, Nukleinsauren 
oder nahezu beliebigen Biomolekiilen und chemischen Verbindungen anhand dem Fachmann bekannler Methoden her- 
gestellt werden. 

5 Anticaline und ihre Derivate kfinnen ahnlich wie die Anlikfirper oder deren Fragmente in vielen Bereichen eingesetzt 
werden. Bevorzugt werden Anticaline verwendet zur Bindung an eine Festphase, so daB der Ligand des Anticalins oder 
ein Konjugat oder Fusionsprotein dieses Liganden iramobilisiert oder abgetrennt werden kann. Weiterhin bevorzugt ist 
die Verwendung von Anticalinen zur Markierung mit einem Enzym, einem Antikorper, einer radioaktiven Substanz oder 
einer anderen Gruppe mit einer biochemischen Akti vital oder mit definierten Bindungseigenschaften, so daB der Ligand 

10 des Anticalins oder ein Konjugat oder Fusionsprotein dieses Liganden damit nachgewiesen oder in Kontakt gebracht 
werden kann. Anticaline konnen beispielsweise zum Nachweis chemischer Strukturen mittels etablierter bioanalytischer 
Methoden wie ELISA oder Westemblot, in der Mikroskopie oder in der Immunsensorik dienen. Das Nachweissignal 
kann dabei entweder direkt unter Einsatz eines geeigneten Anticalinkonjugats oder -fusionsproteins erzeugt werden oder 
indirekt durch Detektion des gebundenen Anticalins mittels eines dagegen gerichteten Antikorpers oder z. B. unter Ver- 

15 wendung eines Affinitatsanhangsels. 

Bcvorzugte Liganden fur Anticaline sind einerseits chemische Verbindungen in freier oder konjugierter Form, die 
Merkmale eines immunologischcn Haptens aufwciscn, und andererseits Peptide, Polypeptide oder andere Makromole- 
ktfle wie auch enlsprechende Konjugate davon. Ein interessantes Anwendungsgebiet ist der Einsatz der Anticaline zum 
Zweck des Nachweises von nicht radioaktiv markierten Biomolekiilen, insbesondere Nukleinsauren. So sind zum Bei- 

20 spiel chemisch reaktive Derivate des Fluoresceins zur Markierung von Proteinen oder von Nukleinsauren kommerziell 
verfiigbar, und auch Verfahren zum Einbau von Fluoresceingruppen bei der Synthese oder Replikation von Nukleinsau- 
ren sind bekannt. Entsprechend modifizierte Nukleinsauren lassen sich als spezifische Gensonden verwenden und an- 
schlieBend mit den in den Beispielen beschriebenen Anticalinen nachweisen. 
Zahlreiche Anwendungsmoglichkeiten fur die Anticaline liegen in der Medizin. Neben dem Einsatz in der Diagnostik 

25 konnen auch Anticaline hergestellt werden, welche beispielsweise gewebs- oder tumorspezifische zellulare Oberflachen- 
molekule binden. Entsprechendc Anticaline konnen in konjugierter Form oder als Fusionsproteine zum "Tumor Ima- 
ging" oder direkt zur Krebstherapie eingesetzt werden. Zur Herstellung soldier Anticaline kann es zweckmafiig sein, von 
einem menschlichen Lipocalin auszugehen, wie z. B. dem Rbp oder dem ApoD Die geringe GroBe der Anticaline oder 
ihrer Derivate hat dabei gegeniiber den Antikorpem neue und vorteilhafte Eigenschaften zur Folge. 

30 Die Erfindung wird weiter veranschaulicht durch die nachstehenden Beispiele und die beigefugten Zeichnungen, in 
denen: 

Fig. 1 die molekulare Raumstruktur des Bbp mit seinem Liganden Biliverdin DCy schematisch darstellt (A) und die 
raumliche Position derjenigen Aminosauren angibt (B), die bevorzugt Gegenstand der Mutagenese zur Herstellung von 
Anticalinen sind; 

35 Fig. 2 die Topographie der Polypeptidkette fur die Liganden-Bindungsstellen von Antikorpem (A) und von Lipocali- 
nen (B) miteinander vergleicht; 
Fig. 3 die Aminosauresequenzen verschiedener Lipocaline gegenuberstellt; 

Fig. 4 die Herstellung der Bibliothek der Lipocalinmuteine auf der Ebene der Nukleinsauren schematisch veranschau- 
licht; 

40 Fig. 5 den Phasmidvektor pBBP20 schematisch wiedergibt; 

Fig. 6 die Expressions vektoren pBBP21 (A) und pBBP22 (B) schematisch darstellt; 
Fig. 7 die Bindung eines Peptids durch Anticaline in einem ELISA demonstriert. 

Fig. 1 zeigt die Kristallstruktur des Bbp (Datei 1BBP aus der Brookhaven Protein Data Bank; Molekul A), die mit 
Hilfe des Programms MOLSCRIPT (Kraulis, J. Appl. Cryst. 24 (1991), 946-950) graphisch dargestellt wurde. In (A) 

45 sind der gebundene Ligand wie auch die beiden Disulfidbindungen in dem Polypeptid als "Ball and Stick" wicdcrgege- 
ben (KohlenstofT: schwarz; Stickstoff, Schwefel: dunkelgrau; Sauerstoff: hellgrau). Die einzelnen p-Faltblattstrange sind 
als Bander und die a-Helix ist als Spirale abgebildet. Die kelchartige Form der Liganden-Bindungsstelle ist oben am of- 
fenen Ende des aus den acht antiparallelen p-Faltblattstrangen gebildeten ^-Barrels zu erkennen. In (B) sind die C^Po- 
sitionen der Aminosauren als entlang der Polypeptidkette miteinander verbundene Kugeln wiedergegeben. Der N- und 

50 der C-Terminus des Polypeptids ist markiert. Die schwarz dargestellten C a -Positionen sind mit den Sequenznuimnern 
bezeichnet und geben die Lage der in den Beispielen mutierten Aminosauren in der Struktur des Bbp an. 

Fig. 2 zeigt cine Aufsicht (A) auf die Antigen-Bindungsstelle im Fv-Fragment eines Immunglobulins, welche gemein- 
sam von den variablen Domanen VL und VH gebildet wird, und (B) auf die Liganden-Bindungsstelle eines Lipocalins. 
Die P-Faltblattstrange sind jeweils angenahert senkrecht zur Papierebene angeordnet und als Balken dargestellt. Die 

55 sechs CDRs (LI, L2, L3, HI, H2, H3) im Immunglobulin sowie die vier Peptidschleifen im Lipocalin verbinden jeweils 
zwei p-Faltblattstrange miteinander. Die anderen Verbindungssegmente und Strukturelemente sind weggelassen. 

Fig. 3 zeigt einen Sequenzvergleich (Angabe der Aminosauren im Einbuchstaben-Code) zwischen dem Bilin-Bin- 
dungsprotein (SWISS-PROT Datenbank-Zugriffscode P09464), dem menschlichen Apolipoprotein D (SWISS-PROT 
Datenbank-Zugriffscode P05090) und dem Retinoi-Bindungsprotein (SWISS-PROT Datenbank-Zugriffscode P02753) 

60 in Form der maturen Polypeptide. Die acht Segmente im Bereich des ^-Barrels, welche den konservierten p-Faltblatt- 
strangen entsprechen und in den Kristallstrukturen von Bbp und Rbp groBe Ahnlichkeit aufweisen, sind durch Unter- 
slreichung hervorgehoben. Die Schleifenregionen, in denen Aminosauren bevorzugt ausgetauscht werden sollen, sind 
untcrhalb der Sequenz des Bbp durch doppeltes Unterstreichcn gekennzeichnet. Diejenigen Positioncn im Bbp, welche 
in den Beispielen mutiert wurden, sind zusatzlich durch Sterne markiert. Das Alignment zwischen den Sequenzen von 

65 Bbp und ApoD entspricht derjenigen in der Publikation von Peitsch und Boguski (New Biologist 2 (1990), 197-206). 
Fig. 4 zeigt schematisch eine Strategic zur konzertierten Mutagenese von 16 ausgewahlten Aminos2urepositionen im 
Bbp durch wiederholte Anwendung der Polymerase- Kettenreaktion (PGR). Fur jede der vier Peptidschleifen des Lipo- 
calins, in der Aminosauren mutiert werden soliten, wurde ein Oligodesoxynukleotid synthetisiert, SEQ ID NO: 1, SEQ 
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ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 und SEQ ID NO: 4, wobei an den Mutationssteilen jeweils die im Sequenzprotokoll angege- 
benen Mischungen der Basenbausteine eingesetzt wurden. Aufgrund der gewjihlten Zusammensetzung konnte an alien 
mutierten Codons aus den drei insgesamt moglichen Stopcodons ggf. nur das Amber-Stopcodon, TAG, entstehen, wel- 
ches in den zur Genexpression verwendeten E. coli supE-Stammen XLl-Blue oderTGl als Glulamin translatiert wind. 
Fur bestimmte Anwendungen, beispielsweise zur Genexpression in anderen Bakterienstammen oder Organismen, kann 5 
ein solches Nonsense-Codon, wenn es im Strukturgen fiir ein selektiertes Anticalin auftritt, vom Fachmann z. B. mittels 
ortsgerichteter Mutagenese durch ein fur Glutamin kodierendes Codon substituiert werden. Mit den Primera SEQ ID 
NO: 1 und SEQ ID NO: 2 wurde unter Verwendung der pBBP20-Plasmid-DNA (SEQ ID NO: 10), die das Bbp-Struk- 
turgen enthalt, als Malrize ein Nukleinsaurefragment mit 159 Basenpaaren amplifiziert (1. Schritt, A). Parallel dazu 
wurde mit den Primem SEQ ID NO: 3 und SEQ ID NO: 4, ebenfalls unter Vferwendung von pBBP20 als Matrize, ein Nu- 10 
kleinsaurefiragment mit 164 Basenpaaren amplifiziert (1. Schritt, B). Die Mischung dieser beiden Fragmente diente als 
Matrize in einem 2. Amplifizierungsschrittin Gegenwart eines mit den beiden Fragmenten hybridisierenden Oligodesox- 
ynukleotids SEQ ED NO: 5 sowie der beiden flankierenden PCR-Primer SEQ ID NO: 6 und SEQ ID NO: 7, wobei ein 
Genfragmenl von 371 Basenpaaren erhalten wurde. Dieses enthielt alle 16 mutierten Codons und wurde anschlieBend 
mittels der beiden BstXI-Schnittstellen in dem Vektor pBBP20 kloniert. Die Verwendung dieser beiden Restriktions- 15 
schnittstellen, die durch ihrc spezielle Anordnung beim Restriktionsverdau zu zwei nicht kompatiblen ubcrhangenden 
DNA-Enden fuhrten, ermoglichtc cine bcsondcrs effiziente Legierung. Zur Einfuhrung der beiden BstXI-Schnittstellen 
in das Bbp-Strukturgen waren zuvor die beiden Aminos auresubstitutionen Asn21 zu Gin und Lysl35 zu Met gegeniiber 
der urspriinglichen Sequenz vorgenommen worden. 

Fig. 5 zeigt eine Zeichnung von pBBP20. Dieser Vektor kodiert fiir ein Fusionsprotein aus der OmpA-Signalsequenz, 20 
einem veranderten Bbp mit den vier Aminosauresubstitutionen Asnl zu Asp, Asn21 zu Gin, Lys87 zu Ser und Lysl35 zu 
Met, dem Strep-Tag U-Affinitatsanhangsel und einer verkUrzten Form des Htillproteins pHI von M13, umfassend die 
Aminosauren 217 bis 406 (pIU). Das Strukturgen stent unter der TVanskriptionskontrolle des Tetracyclin-Promotor/Ope- 
rators (tet^ 0 ) und endet am Lipoprotein-TVanskriptionsterminator (t^pp). Weitere Elemente des Vektors sind der Replika- 
tionsursprung (ori), die intergenische Region des filamentosen Bakteriophagen f 1 (f 1-IG), das fiir die ^-Lactamase ko- 25 
dierende Ampicillin-Resistenzgen (bla) und das Tetracyclin-Repressorgcn (tctR). Zwischen der kodierenden Region fur 
das Bbp mit der OmpA-Signalsequenz und dem Strep-T^g II sowie der kodierenden Region fur das vcrkurztc Phagen- 
hiitlprotein pIU befindet sich ein Amber-Stopcodon, welches in einem Amber-Suppressor- Wirtsstamm teilweise iiberle- 
sen wird. Die beiden BstXI-Schnittstellen, die zur Klonierung der mutierten Genkassette verwendet wurden, und die das 
Strukturgen flankierenden Restriktionsschnittstellen sind markiert. Ein relevanter Ausschnitt aus der Nukleinsaurese- 30 
quenz von pBBP20 ist mit der kodierten Aminosauresequenz im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 10 wiedergegeben. 
Der Ausschnitt beginnt mit einer Hexanukleotidsequenz, die durch Legierung eines Xbal-Oberhangs mit einem dazu 
komplemenlaren Spel-t)berhang erhalten wurde, und endet mit der HindlH-Schnitlstelle. Die Vektorelemente auBerhalb 
dieses Bereichs sind identisch mit dem Vektor pASK75, dessen vollstandige Nukleotidsequenz in der OfTenlegungs- 
schriftDE44 17 598 Al angegeben ist. 35 

Fig. 6 zeigt eine Zeichnung von pBBP21 (A) und von pBBP22 (B). pBBP21 kodiert fiir ein Fusionsprotein aus der 
OmpA-Signalsequenz, einem veranderten Bbp gemaB Fig. 5 und dem Strep-Tbg II-Affinitatsanhangsel. Dieses Struktur- 
gen wird von dem dsbC-Strukturgen (einschlieBlich dessen ribosomaler Bindungsstelle) aus E. coli (Zapun et al., Bio- 
chemistry 34 (1995), 5075-5089) als einem zweiten Cistron gefolgt. Das dadurch gebildete kiinstliche 0>peron steht un- 
ter gemeinsamer Transkriptionskontrolle des Tetracyclin-Promotor/Operators (tetf' 0 ) und endet am Lipoprotein-TYan- 40 
skriptionsterminator (tipp). Alle weiteren genetischen Elemente sind identisch mitpBBP20 gemaB Fig. 5. Die mit der Ko- 
sekretion verbundene Uberproduktion der bakteriellen Disulfidisomerase DsbC kann die Knupfung der richtigen Disul- 
fidbriicken in dem Lipocalin unterstiitzen und so die Ausbeute an korrekt gefaltetem Polypeptid steigern, Allerdings ist 
die Produktion des Lipocalins oder der Anticaline auch ohne diese MaBnahme rnoglich. Ein relevanter Ausschnitt aus der 
Nukleinsauresequenz von pBBP21 ist mit der kodierten Aminosauresequenz im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 11 45 
wiedergegeben. Der Ausschnitt beginnt mit der Xbal-Schnittstelle und endet mit einem Hexanukleotid, das durch Legie- 
rung eines stumpfen Strangendes mit einem aufgefullten HindEI-Strangende erhalten wurde, wobei die urspriingliche 
Hindm-Schnittstelle verloren ging. Die Vektorelemente auBerhalb dieses Bereichs sind identisch mit dem Vektor 
pASK75, dessen vollstandige Nukleotidsequenz in der Offenlegungsschrift DE44 17 598 Al angegeben ist. pBBP22 
kodiert fur ein Fusionsprotein aus der OmpA-Signalsequenz, einem veranderten Bbp gemaB Fig. 5, dem Strep-Tkg II- Af- 50 
finitatsanhangsel und einer Albumin-Bindungsdomane (abd) des Protein G aus Streptococcus (Kraulis et al., FEBS Lett. 
378 (1996), 190-194). Alle weiteren genetischen Elemente sind identisch mit pBBP20. Ein relevanter Ausschnitt aus der 
Nukleinsauresequenz von pBBP22 ist mit der kodierten Aminosauresequenz im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 12 
wiedergegeben. Der Ausschnitt beginnt mit der Xbal-Schnittstelle und endet mit der HindTH-Schnittstelle, Die \fektor- 
elemente auBerhalb dieses Bereichs sind identisch mit dem Vektor pASK75, dessen vollstandige Nukleotidsequenz in 55 
der Offenlegungsschrift DE44 17 598 Al angegeben ist. 

Fig. 7 zeigt eine graphische Darstellung der Daten aus Beispiel 7, in der ein synthetisiertes Peptidepitop des Hepatitis 
C- Virus mit den Anticalinen HepCl (Quadrate) und HepC4 (Kreise) in einem ELISA nachgewiesen wurde. Zum \fer- 
gleich sind die mit dem Bbp (Dreiecke) erhaltenen Werte aufgetragen. "C" steht fiir die relative Proteinkonzentration in- 
nerhalb jeder Vcrdunnungsrcihe. 60 

Beispiele 

Beispiel 1 

65 

Herstellung einer Bibliolhek fiir Lipocalinmuteine 
Sofern nicht anders angegeben, wurden die dem Fachmann gelaufigen gentechnischen Methoden, wie sie z. B. in 



9 



DE019742706 [file:/A\mabos02\rirmdata\IP\FoleyPat\PatentDocuments\DE0l9742706.cpcl 



Page 10 of 38 



DE 197 42 706 A 1 

Sambrook et al. (Molecular Cloning. A Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbor Press) beschrieben sind, verwen- 
det. 

Zur konzerlierten Mutagenese von insgesamt 16 ausgewahlten Aminosaureposilionen in den vier Peplidschleifen des 
Bbp wurde die PCR in mehreren Schritten gemaB Fig. 4 angewandt. Die PCR-Reaklionen wurden in den ersten beiden 
5 Amplifizierungsschritten in einem Volumen von 50 pi durchgefuhrt, wobei 10 ng pBBP20-Plasmid-DNA als Matrize so- 
wie jeweils 25 pmol der Primer, welche nach der iiblichen Phosphoramitid-Methode synthetisiert worden waren, einge- 
setzt wurden. Zudem enthielt der Reaktionsansalz 5 pi 10 x Taq-Puffer (100 mM Tris/HCl pH 9,0, 500 mM KC1, 1% v/v 
Triton X-100), 3 ul 25 mM MgCl 2 , 4 ul dNTP-Mix (2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Nach Auffullen mit Wasser 
wurde der Ansatz mit Mineralol iiberschichtel und in einem programmierbaren Thermostatisierblock fur 2 min auf 94°C 
to erhitzt. AnschlieBend wurden 2,5 u T&q DNA-Polymerase (5 u/pl, Promega) zugegeben und 20 Tfemperaturzyklen von 
1 min bei 94°C, 1 min bei 60°C, 1,5 min bei 72°C, gefolgt von einer Inkubation fiir 5 min bei 60°C, durchgefuhrt. Die 
gewiinschten Amplifizierungsprodukte wurden durch praparative Agarose-Gelelektrophorese unter Vferwendung des Jet- 
sorb DNA Extraction Kits (Genomed) nach den Angaben des Herstellers aus Low Melting Point Agarose (Gibco BRL) 
isoliert. 

15 Der darauffolgende Amplifizierungsschritt wurde in einem 100 pl-Ansatz durchgefuhrt, wobei jeweils ca. 6 ng dieser 
beiden Fragmente als Matrize, jc 50 pmol der beiden Primer SEQ ID NO: 6 und SEQ ID NO: 7 sowie 1 pmol des Oligo- 
desoxynukleotids SEQ ID NO: 5 eingesetzt wurden. Die rcstlichcn Komponcntcn des PCR-Ansatzes wurden wie in den 
vorangegangenen Amplifizierungsschritten mit der doppelten Menge zugesetzt. Die PCR fand bei 20 Tfemperaturzyklen 
von 1 min bei 94°C, 1 min bei 55°C, 1 ,5 min bei 72°C statt, gefolgt von einer abschlieBenden Inkubation fur 5 min bei 

20 60°C. Das erwartete Fragment wurde eraeut durch praparative Agarose-Gelelektrophorese isoliert. 

Zur Klonierung dieses Fragments, welches die Bibliothek der Lipocalinmuteine in Form der Nukleinsaure reprasen- 
tierte, wurde es zunachst mit dem Restriktionsenzym BstXI (New England Biolabs) nach den Angaben des Herstellers 
geschnitten. Die Reinigung des erhaltenen Nukleinsaurefragrnents (335 Basenpaare, bp) erfolgte wiederum mittels pra- 
parativer Agarose-Gelelektrophorese, Analog wurde die DNA des Vektors pBBP20 mit BstXI geschnitten und das gro- 

25 Bere der beiden Fragmente (3971 bp) isoliert. 

Zur Legicrung wurden 0,93 pg (4,2 pmol) des PCR-Fragments und 11 pg (4,2 pmol) des Vektorfragmcnts in Gegen- 
wart von 102 Weiss Units T4 DNA-Ligase (New England Biolabs) in einem Gesamtvolumen von 500 ul (50 mM Tris/ 
HC1 pH 7,8, 10 mM MgCl 2 , 10 mM DTT, 1 mM ATP, 50 pg/m! BSA) fUr zwei Tage bei 16°C inkubiert. Anschliefiend 
wurde die DNA gefallt, indem jeweils 24 ul des Legierungsansatzes mit 10 ug tRNA aus Hefe (Boehringer Mannheim), 

30 25 pi 5 M Ammoniumacetat und 100 pi Ethanol versetzt wurden. Nach Inkubation bei -20°C fiir drei Tage wurde zen- 
trifugiert (25 min, 16 000 g, 4°C). Das Prazipitat wurde mit jeweils 200 pi Ethanol (70% v/v, -20°C) gewaschen und un- 
ter Vakuum getrocknel. Die DNA wurde schlieBlich in 43,6 pi TE/10 (1 mM TYis/HCl pH 8,0, 0,1 mM EDTA pH 8,0) 
aufgenommen. Die DNA-Konzentration der erhaltenen Losung wurde durch analytische Agarose-GelelekU-ophorese an- 
hand der Fluoreszenzintensitat der mit Ethidiumbromid angefarbten Banden im \fergleich mit einer Probe bekannter 

35 Konzentralion abgeschatzt. 

Die Preparation elektrokompetenter Zellen des E. coli K12-Stamms XL 1 -Blue (Bullock et al., supra) erfolgte gemaB 
den von Tung und Chow (Trends Genet. 11 (1995), 128-129) und von Hengen (Trends Biochem. Sci. 21 (1996), 75-76) 
beschriebenen Methoden. 1 1 LB-Medium wurde durch Zugabe einer stationaren XLl-Blue Obernachtkultur auf eine op- 
tische Dichte bei 600 nm, OD600 = 0,08 eingestellt und bei 200 Upm und 26°C in einem 2 1-Erlenmeyer-Kolben inku- 

40 biert. Nach Erreichen von OD600 = 0,6 wurde die Kultur fur 30 min auf Eis gekiihlt und anschlieBend fur 15 min bei 
4000 g und 4°C zentrifugiert. Das Zellsediment wurde zweimal mit jeweils 500 ml eiskaltem 10% w/v Glycerin gewa- 
schen und schlieBlich in 2 ml eiskaltem GYT-Medium (10% w/v Glycerin, 0,125% w/v Hefeextrakt, 0,25% w/v Trypton) 
resuspendiert. 

Zur Elektroporation wurde das Easyjec T Basic System (EquiBio) mit den dazugehorigen Kuvetten (Eleklrodenab- 
45 stand 2 mm) verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden im Kiihlraum bei 4°C durchgefuhrt. Jeweils 5 bis 6 pi der oben ge- 
nannten DNA-L6sung (245 ng/pl) wurde mit 40 pi der Zellsuspension gemischt, 1 min auf Eis inkubiert und anschlie- 
Bend in die Kuvette uberfuhrt. Nach der Elektroporation wurde die Suspension sofort in 2 ml frischem, eiskaltem SOC- 
Medium (2% w/v Trypton, 0,5% w/v Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM MgS0 4 , 10 mM MgCy verdunnt und fur 
60 min bei 37°C und 200 Upm geschiittelt. Die Zellen wurden anschlieBend jeweils fiir 2 min bei 3600 g sedimentiert, in 
50 1 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin (LB/Amp) resuspendiert und zu je 200 pi auf Agar-Platten (140 mm Durch- 
messer) mit LB/Amp-Medium ausplattiert. Unter Einsatz von insgesamt 10,7 pg der ligierten DNA wurden auf diese 
Weise mit acht Elektroporationsansatzen 3,73 ♦ 10 8 Transformandcn erhalten, die auf 40 Agar-Platten verteilt waren und 
gemaB Beispiel 2 weiter verwendet wurden. 

55 Beispiel 2 

Phagemidprasentation und Selektion von Anticalinen gegen Fluorescein 

Die auf LB/Amp-Agar ausplattierten Zellen, welche mit den Phasmidvektoren transformiert waren, die fur die Biblio- 
60 thek der Lipocalinmuteine als Fusionsproteine kodierten, wurden fiir 14 h bei 32°C inkubiert. Dann wurden die Kolonien 
unter Zusatz von je 10 ml 2 x YT/Amp-Medium von den Agar-Platten abgeschabt, in einen sterilen Erlenmeyerkolben 
uberfuhrt und zur vollstandigen Resuspendierung fiir 20 min bei 37°C, 200 Upm geschiittelt. 500 ml auf 37°C vorge- 
warmtes 2 x YT/Amp-Medium wurden mit 2,3 ml dieser Suspension inokuliert, so daB die Zclldichte OD 550 bei 0,08 lag. 
Diese Kultur wurde bei 37°C, 1 60 Upm bis zu einer Zelldichte von OD 550 = 0,5 inkubiert, mit VCS-M13 Helferphage 
65 (Stratagene) infiziert (Multiplicity of Infection ca. 10) und fur weitere 30 min bei 37°C, 160 Upm geschiittelt. Anschlie- 
Bend wurde Kanamycin (70 pg/ml) zugegeben, die Inkubatortemperatur auf 26°C emiedrigt und nach 10 min mit 25 pg/l 
Anhydrotelracyclin (250 pi einer 50 pg/ml-Stammlosung in Dimethylformamid, DMF) zur Induklion der Genexpression 
versetzt. AnschlieBend wurde fur weitere 7 h bei 26°C, 160 Upm inkubiert. 
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50 ml wurden aus dieser Kultur entnommen und die Zellen durch Zentrifugation (15 min, 12 000 g, 4°C) sedimentiert. 
Der Oberstand, der die Phagemidpartikel enthielt, wurde sterilfiltriert (0,45 um), mit 1/4 \folumen (12,5 ml) 20% w/v 
PEG 8000, 15% w/v NaCl verselzi und uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugation (20 min, 18000 g, 4°C) wur- 
den die prazipitierten Phagemidpartikel in 2 ml kaltem PBS (4 mM KH 2 PO<, 16 mM Na 2 HP0 4 , 115 mM NaCl, pH 7,4) 
gelost. Die Losung wurde fur 30 min auf Eis inkubiert und auf zwei 1,5 ml-Reaktionsgefafie verteilt. Nach Abzentrifu- 5 
gieren ungeloster Bestandteile (5 min, 18 500 g, 4°C) wurde der t)berstand jeweils in ein neues ReaktionsgefaB iiber- 
fuhrt. 

Zur erneuten Fallung der Phagemidpartikel wurde mit 1/4 Volumen 20% w/v PEG 8000, 15% w/v NaCl gemischt und 
fur 30 bis 60 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (20 min, 18 500 g, 4°C) wurde der Oberstand entfernt und die 
prazipilierten Phagemidpartikel in insgesaml 1 ml PBS gelost. Nach Inkubation fur 30 min auf Eis wurde die Losung 10 
zentrifugiert (5 min, 18 500 g, 4°C) und der Oberstand mit den Phagemidpartikeln direkt fur die Affinitatsanreicherung 
eingesetzt. 

Zur Affinitatsanreicherung der die Anticaiin-Fusionsproteine tragenden rekombinanten Phagemide wurden Immuno- 
S ticks (NUNC) verwendet. Diese wurden uber Nacht mit 800 ul eines Konjugats aus Rinderserum- Albumin (BSA) und 
4-Glutarylamido- fluorescein (100 ug/ml) in PBS beschichtet. 15 

Zur HersteLlung des Konjugats wurde 4-Amino-fluorcscein (Fluoresceinamin Isomer 1, Fluka) zunachst mit einem 
funrzehnfachen molarcn ObcrschuB an Glutarsaureanhydrid bci pH 7,0 gemafi der Arbeitsvorschrift von Ogano et al. 
(Carbohydrate Res. 105 (1982), 69-85) umgesetzt, um spater die sterische Zuganglichkeit der Fluoresceingruppe zu ge- 
wahrleisten. Das Reaktionsprodukt 4-Glutarylamido- fluorescein, welches eine zur Kopplung mit dem BSA geeignete 
Carbonsauregruppe an einer aliphatischen Seitenkette trug, wurde anschlieBend durch Umkristallisieren aus Aceton/ 20 
Wasser gereinigt. Eine Losung von 17,3 mg (37,5 umol) dieser Substanz in 25 ul DMF wurde dann zur Aktivierung mit 
4,31 mg (37,5 umol) N-Hydroxysuccinimid in 25 ul DMF sowie mit 7,2 mg (37,5 umol) l-Ethyl-3-(3-dimethylamino- 
propyl)carbodiimid versetzt. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. 20 ul dieser Losung wurden 
mit einer Losung von 10 mg BSA in 980 ul 5% w/v NaHCC>3 pH 8,1 versetzt und fur 3 h bei RT inkubiert. Nach Abtren- 
nung der uberschussigen Reaktanden von dem BS A-Konjugat miltels einer PD- 10 Gelfiltrauonssaule (Pharmacia) wurde 25 
eine Beladung von 8 Molekiilen 4-Glutarylamido-fluoresccin pro BSA-Molekul anhand der Absorption der Fluorescein- 
gruppe bei 495 nm (e = 72 000 M" 1 cm" 1 ) bestimmt. 

Unbelegte Bindungsstellen auf der Oberflache des Immuno-Sticks wurden durch Inkubation mit 1,2 ml 2% w/v BSA 
in PBST (PBS mit 0,1% v/v Tween 20) fur 2 h bei RT abgesattigt. Nach dreimaligem kurzen Waschen mit jeweils 1 ,2 ml 
PBST wurde der Immuno-Stick in einer Mischung aus 250 ul der Phagemidlosung und 500 ul Blockierungspuffer (2% 30 
w/v BSA in PBST) fur 1 h bei RT inkubiert. 

Zur Entfemung nicht gebundener Phagemide wurde achtmal (bei der ersten Selektion) bzw. zehnmal (bei den Selek- 
tionszyklen 2 bis 6) mit jeweils 950 ul PBST fur 2 min gewaschen. Adsorbierte Phagemide wurden schlieBlich durch 
lOminutige Behandlung des Immuno-Sticks mit 950 ul 0,1 M Glycin/HCl pH 2,2 eluiert, wobei der pH der Elutionsfrak- 
tion sofort anschlieBend durch Mischen mit 1 60 ul 0,5 M Tris neutralisiert wurde. 35 

Zur Amplifizierung wurde diese Phagemidlosung (1,1 ml, je nach Selektionszyklus zwischen 106 und 108 Colony- 
forming Units) kurz auf 37°C erwarmt, mit 4 ml einer exponentiell wachsenden Kultur von E. coli XL 1 -Blue (OD550 = 
0,5) gemischt und fur 30 min bei 37°C, 200 Upm inkubiert. Die mit den Phagemiden infizierten Zellen wurden anschlie- 
Bend sedimentiert (2 min, 4420 g, 4°C), in 800 ul des Kulturmediums resuspendiert und auf vier Agar-Platten mit LB/ 
Amp-Medium (140 mm Durchmesser) ausplattiert. 40 

Zur wiederholten Produktion und Affinitatsanreicherung von Phagemidpartikeln wurde verfahren, wie zu Beginn die- 
ses Beispiels beschrieben. In diesen Fallen wurde mit 0,2 bis 1 ml der Suspension der auf den Agar-Platten gewachsenen 
Zellen jeweils 50 ml 2 x YT/Amp-Medium angeimpft. Auf diese Weise wurden fiinf weitere Selektionszyklen mit dem 
BSA-Ruoresceinkonjugat durchgefiihrt. 

45 

Beispiel 3 
Produktion der Anticaline 

Zur praparativen Produktion der Anticaline wurde die Genkassette zwischen den beiden BstXI-Schnittstellen aus dem 50 
pBBP20-Vektor in das Expressionsplasmid pBBP21 subkloniert. Als Kontrolle wurde das auf pBBP21 ursprunglich ko- 
dicrte Bbp cbcnfalls produziert. 

Zur Subklonicrung wurde aus der Mischung der E.coli-Zellen aus Beispiel 2, die mit den Phagemiden des letzten Se- 
lektionszyklus infiziert waren, die Phasmid-DNA unter Verwendung des QIAprep Spin Miniprep Kits (QIAGEN) iso- 
liert. Diese wurde mit dem Restriktionsenzym BstXI geschnitten und das kleinere der beiden Fragmente (335 bp) durch 55 
praparative Agarose-Gelelektrophorese wie in Beispiel 1 beschrieben gereinigt. In gleicher Weise wurde die DNA des 
Vektors pBBP21 mit BstXI geschnitten und das groBere der beiden Fragmente (4132 bp) isoliert. 

Zur Legierung wurden jeweils 50 fmol der beiden DNA-Fragmente in einem Gesamtvolumen von 20 ul (30 mM Tris/ 
HCl pH 7,8, 10 mM MgCl 2 , 10 mM DTT, 1 mM ATP) mit 1,5 Weiss Units T4 DNA ligase (Promega) versetzt und 5 h 
bei 16°C inkubiert. Mit 5 ul dieses Legierungsansatzes wurde dann E.coli-TGl-F" (E. coli K12 TGI, der durch wieder- 60 
holte Kuitivierung unter nicht selektiven Bedingungen sein Episom verloren hatte) nach der CaC^-Methode transfor- 
miert (Sambrook ct al., supra). 

Aus zchn der crhaltenen Kolonien wurde die Plasmid-DNA isoliert und die Legierung durch Restriktionsanalyse mit 
den Enzymen HindEQ und Kpnl kontrolliert. Alle zehn Plasmide zeigten die erwarteten FragmentgroBen von 342 und 
4125 bp. 65 

Die Sequenzanalyse der Bbp-Genkassetten erfolgte mit Hilfe des T7 Sequencing Kits (Pharmacia) nach Herstelleran- 
gaben unter Verwendung der Oligodesoxynukleotide SEQ ID NO: 8 und SEQ ID NO: 9. Dabei wurden unter den zehn 
isolierten Plasmiden nur vier vcrschiedene Scquenzen gefunden, dercn Genprodukte als FluA, FluB, RuC und FluD be- 
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zeichnet wurden. Die DNA-Sequenz von FluA war zweimal, von FluB viermal, von FluC dreimal und von FluD einmal 
vertreten. Die Nukleotidsequenzen von FluA, FluB und HuC wurden in Aminos auresequenzen Ubersetzt, und die vom 
Bbp abweichenden Aminosauren sind in Tabelle 1 wiedergegeben. 

Zur Unlersuchung der Bindungsakti vital der Anlicaline in einem ELISA (Beispiel 4) wurde die Proteinproduklion der 
5 entsprechenden Klone im 50 m!-MaBslab durchgefuhrt, Dazu wurden jeweils 4 ml LB/Amp-Medium mit einer Einzel- 
kolonie des TGl-F^-Transformanden, der das jeweilige Plasmid trug, angeimpft und iiber Nacht bei 30°C, 200 Upm in- 
kubiert. 500 pi dieser Vorkultur wurden dann jeweils auf 50 ml LB/Amp-Medium Uberimpft und bei 22°C, 200 Upm bis 
zu einer OD550 = 0,5 geschuttelt. AnschlieBend wurde mit 200 ug/1 Anhydrotetracyclin (50 pi einer 200 pg/ml-Stamm- 
losung in DMF) induziert und weitere 3 h bei 22°C, 200 Upm geschiiltelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (15 
10 min, 4420 g, 4°C) sedimeniiert und jeweils in 1 ml kaltem Periplasma-AufschluBpuffer (100 mM TYis/HCl pH 8,0, 500 
mM Saccharose, 1 mM EDTA) resuspendiert Nach Zugabe von 25 pi einer L6sung von 1 mg/ml Lysozym in dem Peri- 
plasma-AufschluBpuffer wurde fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Spharoplasten wurden durch Zentrifugation (15 min, 
18 500 g, 4°C) sedimentiert, und der Dberstand wurde als periplasmatischer Proteinextrakt in ein neues ReaktionsgefaB 
uberfuhrt. 

15 Zur Proteinproduktion im groBeren MaBstab wurde eine 50 ml- Vorkultur (LB/Amp-Medium) direkt mil einer Einzel- 
kolonie des mil dem entsprechenden Plasmid transformierten TGl-F^-Stamms angeimpft und bei 30°C, 200 Upm iiber 
Nacht geschuttelt. Im Fall der Anticaline FluA und FluB wurde der E. coli-Stamm JM83 (Yanisch-Pcrron ct al., Gene 33 
(1985), 103-119), der kein supE-Gen tragt, verwendet. Die gesamte Vforkultur wurde auf 2 1 LB/Amp-Medium in einem 
5 1-ErIenmeyerkoIben uberimpft, woraufhin die Kultur bei 22°C, 200 Upm inkubiert wurde. Bei einer Zelldichte von 

20 OD550 = 0,5 wurde mit 200 ug/1 Anhydrotetracyclin (200 pi einer 2 mg/ml-Stamml6sung in DMF) induziert und fiir wei- 
tere 3 h bei 22°C, 200 Upm geschuttelt. 

Die Zellen wurden abzentrifugiert (15 min, 4420 g, 4°C) und nach Entfemung des tJberstands unter Kuhlung auf Eis 
in 20 ml des Periplasma-AufschluBpufFers resuspendiert, Nach Zugabe von 50 pg/ml Lysozym (100 pi einer Losung von 
10 mg/ml Lysozym in dem Periplasma-AufschluBpuffer) wurde fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die 

25 Spharoplasten in zwei aufeinanderfolgenden Zentrifugationsschritten abgetrennt (15 min, 4420 g, 4°C und 15 min, 
30 000 g, 4°C). Der so gewonnene periplasmatische Proteinextrakt wurde gegen CP-Puffer (100 mM Tris/HCl pH 8,0, 
150 mM NaCl, 1 mM EDTA) dialysiert, sterilfiltriert und zur chromatographischcn Reinigung eingesetzt. 

Die Reinigung erfolgte mittels des an den C-Terminus der Lipocalinmuteine fusionierten Strep-Tag II-Affinitatsan- 
hangsels (Schmidt et al., supra). Im vorliegenden Fall wurde das Streptavidinmutein "1" eingesetzt (Deutsche Patentan- 

30 meldung 196 41 876.3; Voss und Skerra, Protein Eng. 10 (1997), 975-982), welches an eine akuvierte Sepharose 
(5 mg/ml immobilisiertes Streptavidin, bezogen auf das Bettvolumen der Matrix) gekoppelt war. 

Eine mit diesem Material befullte Chromatographiesaule mit 2 ml Bettvolumen wurde bei 4°C und einer FluBrate von 
20 ml/h mit 10 ml CP-Puffer aquilibriert. Die Chromatographic wurde durch Messung der Absorption bei 280 nm des 
Eluats in einem DurchfluB-Photometer verfolgt. Nach dem Auftragen des periplasmatischen Proteinextrakts wurde bis 

35 zum Erreichen der Basislinie mit CP-Puffer gewaschen und das gebundene Anticalin anschlieBend mit 10 ml einer Lo- 
sung von 2,5 mM D-Desthiobiotin (Sigma) in CP-Puffer eluiert. Die Frakdonen, die das gereinigte Anticalin enihielten, 
wurden mittels der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Fling und Gregerson, Anal. Biochem, 155 (1986), 83-88) 
uberpriift und vereinigt. Die Proteinausbeuten iagen zwischen 200 pg und 3 mg je 2 1 Kultur. 

40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle 1 

Sequenzcharakteristika selektierter Anlicaline 

AminosSure- Bbp FluA FluB FluC HepCl HepC4 
Position 



34 


Asn 


Ser 


Gin 


Ser 


Lys 


Gln a 


35 


Ser 


Pro 


His 


Lys 


Thr 


Ala 


36 


Val 


Asn 




Asn 


Lys 


Pro 


37 


Glu 


Glv 




Glv 


Gln a 

w -Hi. 




58 


Asn 


Arcr 


Arcr 


Am 




Prn 

XT J_ \J 


60 


His 


Asp 


Arrr 


Thr 


His 


Acn 
noil 




lie 


Mof- 

l Y lt= L. 


njLo 


nl n a 

bill 


r\ne 


nla 


oo 


Leu 


Arg 


Val 


Arg 


vai 


Trp 


o n 

y u 


Tyr 


vai 


Arg 


vai 


Aia 


Gly 


93 


Val 


Tyr 


Arg 


Lys 


Phe 


Leu 


Q £ 


Lys 


Arg 


Arg 


Arg 


Ser 


Aia 


97 


Asn 


Thr 


Gly 


Gly 


Gin 


Trp 


114 


Tyr 


Ser 


Arg 


Arg 


Ala 


Pro 


116 


Lys 


Arg 


Arg 


Arg 


Tyr 


Arg 


125 


Gin 


Trp 


Trp 


Leu 


Val 


Leu 


127 


Phe 


His 


His 


His 


Phe 


Pro 


40 b 


Gly 






Arg 


Glu 




68 b 


Phe 






Val 






70 b 


Glu 




Lys 








96 b 


Glu 


Lys 










100 b 


Asn 








Ser 





10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 

a Diese Glutaminsaurereste wurden von Amber- S tope odons kodiert. 
^Diese AminosSuresubstitutionen traten aufgrund zufalliger Mu- 
tationen auf . 

50 

Bcispiel 4 

Ermittlung der Affinitat der Anlicaline fur Fluorescein und dessen Derivate 

55 

Fiir den Bindungsnachweis im ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) wurden zunachst die Vertiefungen ei- 
ner Mikrotiterplatte (Micro Test EH Flexible Assay Plate; Falcon) mit je 100 ul einer 100 ug/ml-L6sung des BSA-Fluo- 
rescein-Konjugats aus Beispiel 2 in PBS gefullt und iiber Nacht bei KT inkubiert. Als Kontrolle diente nicht konjugiertes 
BSA. Die LSsung wurde entfernt und unbelegte Bindungsstellen wurden mit 200 ul 2% w/v BSA in PBST fur 2 h abge- 
sattigt. Nach dreimaligem Waschen mit PBST wurden 100 ul des periplasmatischen Proteinextrakts aus der Produktion 60 
im 50 ml-Mafistab (Beispiel 3) in die Vertiefungen gefullt. Ausgehend von diesen Proteinics ungen wurden Verdun- 
nungsreihen in PBST hergestellt. Nach 1 h Inkubation bei RT wurde erneut dreimal mit PBST gewaschen und ein Strep- 
tavidin-Alkalischc Phosphatase-Konjugat (Amersham), 1 : 1000 mit PBST verdunnt, in die Vertiefungen gefullt. Dieses 
Enzymkonjugat diente zur Erkennung des Strep-Tag O-AnhSngsels am C-Terminus der Anticaline. Es wurde fur 1 h bei 
RT inkubiert und anschlieBend zweimal mit PBST und zweimal mit PBS gewaschen. Der Nachweis der an die Fluores- 65 
ceingruppen gebundenen Anticaline erfolgte schlieBlich mittels der durch die Alkalische Phosphatase katalysierten Hy- 
drolyse von p-Nitrophenylphosphat. Dazu wurden 100 ul einer Losung von 0,5 mg/ml p-Nitrophenylphosphat (Am- 
resco) in AP-Puffer (100 mM NaCl, 5 mM MgCl 2 , 100 mM Tris/HCl pH 8,8) in die Vertiefungen gefullt und die Pro- 
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duktbildung durch Messung der Absorption bei 405 nm in einem SpectraMax 250-Photometer (Molecular Devices) ver- 
folgt 

Hierbei lieB sich praklisch keine Bindung fiir FluD und das Bbp nachweisen, wahrend FluA, FluB und FluC intensive 
Bindungssignale zeigten. Das Signal war in der Relation fur FluC am starksten, gefolgt von FluA und FluB. 
5 Die Liganden-Bindungseigenschaften der Anticaiine wurden daraufhin mittels der Methode der Fluoreszenztitrauon 
bestimmt. Gemessen wurde dabei die Abnahme der intrinsischen Tyrosin- und Tryptophan-Fluoreszenz des Proteins bei 
Komplexbildung mit dem Liganden. Die Messungen erfolgten mit einem Fluoreszenzphotometer (MS IE, Photon Tech- 
nology International Inc.) bei einer Anregungswellenlange von 280 nm (Spaltbreite 5 nm) und einer Emissionswellen- 
lange von 340 nm (Spaltbreite 10 nm). Als Liganden wurden Fluorescein, 4- Amino-fluorescein sowie dessen Konjugat 
10 mil Glutarsaure aus Beispiel 2 eingesetzt. Diese drei Liganden zeigten bei den angegebenen Wellenlangen keine signifi- 
kante Eigenfluoreszenz, 

Als PufFersystem diente PBS unter Zusatz von 1 mM EDTA mit pH 7,4 (mit NaOH eingestellt). A He verwendeten L6- 
sungen wurden sterilfiltriert (0,45 um). Die Losung des jeweiligen gereinigten Anticalins aus Beispiel 3 wurde dreimal 
gegen diesen Puffer dialysiert und durch Verdiinnen auf eine Konzentration von 1 uM eingestellt. Die Konzentrationsbe- 

15 slimmung erfolgte mittels der Absorption bei 280 nm unter Verwendung kalkulatorischer Extinktionskoeffizienten von 
63 680 M~ l cm" 1 fiir FluB sowie 52 300 M" 1 cm -1 fur FluC. Fur FluA und Bbp wurden die nach Gill und von Hippel 
(Anal. Biochem. 182 (1989), 319-326) in Gcgenwart von Guanidiniumchlorid korrigicrtcn kalkulatorischcn Extinkti- 
onskoeffizienten von 59 755 M~ ! cm" 1 (FluA) sowie 54 150 M" 1 cm" 1 (Bbp) verwendet. 

Zur Messung wurde 2 ml der Anticalinlosung in einer Quarzkiivette, die mit einem Riihrfisch auseestattet war, vorge- 

20 legt und im Probenhalter des Photometers auf 25°C temperiert. AnschlieBend wurden insgesamt 40 \r einer 250 uM bis 1 
mM Losung des Liganden in demselben Puffer in Schritten von 1 pi bis 4 pi zupipettiert. Die dabei stattfindende Verdun- 
nung der vorgelegten Proteinlosung um maximal 2% blieb bei der nachfolgenden Auswertung der Daten unberucksich- 
tigt. Nach jedem 'Rtrationsschritt wurde zur Gleichgewichtseinstellung fiir 1 min unter Riihren inkubiert und das Fluo- 
reszenzsignal als Mitteiwert iiber 10 s gemessen. Nach Abzug des Fluoreszenzwertes fiir den Pufler wurden die Signale 

25 auf einen Anfangswert von 100% normiert und um den inneren Filtereffekt der Liganden korrigiert. Dazu wurden Fluo- 
reszenztitrationen mit dem jeweiligen Ligand durchgefiihrt, bei denen die Anticalin-Losung durch N-Acetyl-L-trypto- 
phanamid (Sigma) ersetzt war. 

Die so erhaltenen MeBwerte einer Titrationsreihe wurden gemaB folgender Formel durch nicht-lineare Regression mit 
Hilfe des Computerprogramms Kaleidagraph (Abelbeck Software) angepaBt; 

30 

F = ([P],-[L], - K,)& +([P], +[L1 + K d )^ + (f P -f PL ) ^ 1 +[L 4 l + K J -[P],[L\, 

35 Dabei bedeuten F die normierte Fluoreszenzintensitat und [P] t die Konzentration des Anticalins. [L] t ist die Gesamt- 
konzentration des Liganden bei dem jeweiligen Titrationsschritt. fpL und Kd wurden als freie Parameter an die gemesse- 
nen Daten angepaBt und stehen fur den Fluoreszenzkoeffizienten des Anticalin-Ligandkomplexes sowie fur die therrno- 
dynamische Dissoziationskonstante dieses Komplexes. Im Fall von FluC wurde zusatzlich [P] t als freier Parameter an- 
gepaBt. Die ermittelten Dissoziationskonstanten fiir die Anticaiine FluA, FluB und FluC sind in Tabelle 2 wiedergege- 

40 ben. Der Bindungseffekt bei der Vergleichsmessung mit Bbp war so schwach, daB eine Dissoziationskonstante in diesem 
Fall nicht bestimmt werden konnte. 

Tabelle2 

45 Dissoziationskonstanten fur die Komplexe aus Anticalinen und Fluorcsceinderivaten 

Fluorescein 4-Aminof luo- 4-Glutarylami- 
.. . ... . . . . rescein dof luorescein 

50 FluA 118 ± 14 nM 224 ± 6 nM 601 ± 16 nM 

FluB 5,73 ± 0,86 ]M 2,84 ± 0,3 yM 4,70 ± 0,51 pM 

FluC 411 ± 20 nM 299 ± 41 nM 78 ± 3 nM 

55 

Beispiel 5 

Selektion von Anticalinen gegen ein Hepatitis C-Peptidepitop 

60 

Zur Selektion der Anticaiine wurde die in Beispiel 1 hergestellte Bibliothek verwendet. Die Vermehrung und Isolie- 
rung der Phagemide erfolgte genauso wie in Beispiel 2 beschrieben. 

Als Peptidligand wurde ein biotinylierles synthctischcs Hepatitis C-Peptidepitop eingesetzt, bei dem es sich um das 
Peptidfragment Nr. 59 aus dem Oberflachenprotein NS4 von HCV handelte (Khudyakow et al., Virology 206 (1995), 
65 666-672). Das Peptid, SEQ ID NO: 13, wurde nach der ublichen Fmoc-Methode mittels eines PS3 Automaten (RAININ 
Instrument Co.) synthetisiert, wobei Rink Amid MBHA-Harz (novabiochem) eingesetzt wurde. Im AnschluB an die 
Kopplung der Aminosaurebausteine vom C- zum N-Terminus wurde Aminocapronsaure als Boc-geschutztes Derivat 
und im letzten Schritt D-Biotin (Sigma) gckoppclt. Das vom Harz abgespaltene und entschiitzte Peptid wurde mittels 
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HPLC gereinigt, und seine Zusammensetzung wurde durch ESI-Massenspektrometrie uberpriift. 

Zur AffinitUtsanreicherung der die Anticalin-Fusionsproteine tragenden rekombinanten Phagemide wurden mit Strep- 
lavidin beschichtele superparamagnelische Parlikel (Dynabeads M-280 Streptavidin, Dynal) verwendel. Die Menge des 
Peptidtiganden wurde so eingesteill, daB dieser einerseits ira molaren OberschuB gegeniiber den eingesetzien Phagemi- 
den vorlag, und daB andererseils die Bindekapazitat des Streplavidins fiir die Biotingruppen nicht uberschritten wurde. 5 

Dazu wurden 20 pi der PeptidlSsung (20 pg/ml in PBS) mit 280 pi einer Losung der frisch praparierten Phagemide 
(3,0 • 10 12 cfu/ml) gemischt und fur 1 h bei RT inkubiert, woraufhin 100 ul einer Losung von 8% w/v BSA, 0,4% v/v 
Tween 20 in PBS zugegeben wurde. Parallel wurden 100 ul der kommerziell erhaltlichen Suspension der magnetischen 
Partikel dreimal mil jeweils 100 ul PBS gewaschen und zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen mil 100 ul 2% 
w/v BSA in PBST fur 1 h bei RT inkubiert. Nach Enlfemung des tlberslandes wurden die magnetischen Partikel mit der 10 
Peptid/Phagemidmischung versetzt, resuspendiert und fiir lOmin bei RT inkubiert. Zur Absattigung freier Biotin-Bin- 
dungsstellen des Streptavidins wurde die Mischung schlieBlich mit 10 pi einer Losung von 4 pM Desthiobiotin in PBS 
versetzt und fiir 5 min bei RT inkubiert. 

Zur Entfernung nicht gebundener Phagemide wurden die magnetischen Partikel achtmal mit jeweils 1 ml PBST, 
0,1 uM Desthiobiotin gewaschen. Dazu wurden die magnetischen Partikel mit Hilfe eines Magneten an der >\&nd des 15 
1,5 ml EppcndorfgefaBcs gesammelt und der Ubcrstand abgezogen. Danach wurden die magnetischen Partikel mit fri- 
schem Puffer resuspendiert und fur 1 min durch Rotation des GefaBes in Suspension gchaltcn. Die Elution der gebunde- 
nen Phagemide erfolgte durch lOminUtige Inkubation der resuspendierten Partikel in 950 ul 0,1 M Glycin/HCl pH 2,2. 
Der pH-Wert der Losung wurde im AnschluB daran sofort durch Zugabe von 160 pi 0,5 M Tris neutralisiert. 

AnschlieBend wurden die eluierten Phagemide wie in Beispiel 2 beschrieben vermehrt und fiir eine erneute Affinitats- 20 
selektion unter den oben angegebenen Bedingungen eingesetzt. Insgesamt wurden 6 Selektionszyklen durchgefuhrt. 

Beispiel 6 

Identifizierung peptidbindender Anticaline mittels der "Colony Screening"-Methode 25 

Zur analytischen Produktion der Anticaline als Fusionsprotein mit dem Strep-l^g II sowie der Albumin-Bindungsdo- 
mane und deren Charakterisierung durch "Colony Screening" wurde die Genkassette zwischen den beiden BstXI- 
Schnittstellen aus dem VektorpBBP20 in pBBP22 subkloniert. 

Dazu wurde aus der Mischung der E.coli-Klone, die durch Infektion mit den im letzten Selektionszyklus eluierten 30 
Phagemiden aus Beispiel 6 erhalten worden waren, die Phasmid-DNA unter Verwendung des QIAprep Spin Miniprep 
Kits (QIAGEN) isoliert. Die DNA wurde mit dem Restriktionsenzym BstXI geschnitten und das kleinere der beiden 
Fragmente (335 bp) durch praparalive Agarose-Gelelektrophorese wie in Beispiel 1 beschrieben gereinigt. In gleicher 
Weise wurde die DNA des Vektors pBBP22 mit BstXI geschnitten und das groBere der beiden Fragmente (3545 bp) iso- 
liert. 35 

Zur Legierung wurden jeweils 50 fmol der beiden DNA-Fragmente in einem Gesamtvolumen von 20 pi (30 mM Tris/ 
HCl pH 7,8, 10 mM MgCl 2 , 10 mM DTP, 1 mM ATP) mit 1,5 Weiss Units T4 DNA Ligase (Promega) versetzt und uber 
Nacht bei 16°C inkubiert. Mit 5 pi dieses Legierungsansatzes wurde E.coli TGl-F"" nach der CaC^-Methode transfor- 
miert. 

Auf eine LB/Amp-Agarplatte wurde eine passend zurechtgeschnittene, an einer Stelle markierte hydrophile PVDF- 40 
Membran (Millipore, l^p GVWP, PorengroBe 0,22 pm) aufgelegt und auf dieser Membran 150 pi der Zellsuspension aus 
dem Transformationsansatz gleichmaBig ausplattiert. Die Menge des auspiattierten Iransformationsansatzes war so be- 
messen, daB ca. 500 Kolonien erhalten wurden. Die Platte wurde fiir 6,5 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert, bis die Ko- 
lonien eine mit dem Auge gut erkennbare GroBe erreicht hatten. 

In der Zwischenzeit wurde eine ebenfalls passend zurechtgeschnittene hydrophobe Membran (Millipore, Immobilon 45 
P, PorengroBe 0,45 pm) nach den Angaben des Herstellers mit PBS angefeuchtet. AnschlieBend wurde sie fur 4 h bei RT 
in einer Losung von 10 mg/ml Human- Serumalbumin (HSA, Sigma) in PBS geschwenkt. Verbliebene Bindungsstellen 
auf der Membran wurden durch Inkubation mit 3% w/v BSA, 0,5% v/v 1\veen 20 in PBS fiir 2 h bei RT abgesattigt. Die 
Membran wurde zweimal fur jeweils 10 min mit 20 ml PBS gewaschen und danach fur 10 min in 10 ml LB/Amp-Me- 
dium, dem 200 pg/1 Anhydrotetracyclin zugesetzt war, geschwenkt. AnschlieBend wurde sie an einer SLelle markiert und 50 
auf eine Kulturplatte mil LB/Amp-Agar, der zusatzlich 200 pg/1 Anhydrotetracyclin enthielt, gelegt. Die mit den Kolo- 
nien bewachsene hydrophile Membran wurde so auf die hydrophobe Membran aufgelegt, daB die beiden Markierungen 
zur Dcckung kamen. Die Kulturplatte mit den beiden Membranen wurde bei 22°C fur 15 h inkubiert. Wahrcnd dieser 
Phase wurden die jeweiligen Lipocalinmuteine von den Kolonien sekretiert und mittels der Albumin-Bindungsdomane 
an dem HSA auf der unteren Membran immobilisiert. 55 

Danach wurde die obere Membran mit den Kolonien auf eine frische LB/Amp-Agarplatte transferiert und bei 4°C auf- 
bewahrt. Die hydrophile Membran wurde abgenommen, dreimal fur jeweils 10 min mit 20 ml PBST gewaschen und an- 
schlieBend 1 h in 10 ml einer Losung von 1 pM SEQ ID NO: 13 in PBST inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in 
PBST wurde fiir 1 h mit 10 ml Avidin-AlkalischePhosphatase-Konjugat (ExtrAvidin-AP-Konjugat, Sigma, 1 : 1000 ver- 
diinnt in PBST) inkubiert. Die Membran wurde anschlieBend fiir jeweils 5 min zweimal mit PBST und zweimal mit PBS 60 
gewaschen und fiir 10 min in AP-Puffer (0,1 M Tris/HCl pH 8,8, 0,1 M NaCl, 5 mM M&Cl) geschwenkt. Zur chromo- 
genen Nachweisreaktion wurde die Membran in 10 ml AP-Puffer, dem 30 pi BCIP (50 pg/ml in Dimethylformamid) und 
5 pi NBT (75 pg/ml in 70% v/v Dimethylformamid) zugesetzt waren, inkubiert, bis an den Positioncn einigcr der Kolo- 
nien deutliche Farbsignale zu erkennen waren. Auf diese Weise wurde die Bindungsaktivitat der von diesen Kolonien 
produzierten Anticaline fiir den Peptidliganden nachgewiesen. 65 

Acht dieser Kolonien wurden kultiviert. Dire Plasmid-DNA wurde isoliert und die Bbp-Genkassette einer Sequenzana- 
lyse wie in Beispiel 3 unterzogen. AUe Klone wiesen dabei unterschiedliche Sequenzen auf. Die charakterislischen Ami- 
nosauren der Anticaline HcpCl und HepC4 sind in Tabcllc 1 angegeben. 
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Beispiel 7 

Verwendung der Anticaline zura Nachweis des Hepatitis C-Peptidepitops in einem Sandwich-ELISA 

5 Ausgehend von den in Beispiel 6 gefundenen Klonen wurden die entsprechenden Anticaline als Fusionsproteine mit 
dem Strep-Tfcg II und der Albumin-Bindungsdomane produziert. Die Genexpression erfolgte im 50 ml-Mafistab. Dazu 
wurden jeweils 4 ml LB/Amp-Medium mit einer Einzelkolonie von TG1-F", die das jeweilige Plasmid trug, angeimpft 
und iiber Nacht bei 30°C, 200 Upm inkubiert. 500 pi dieser Vorkultur wurden dann jeweils auf 50 ml LB/Amp-Medium 
uberimpft und bei 22°C, 200 Upm bis zu einer OD 550 = 0,5 geschuttelt. AnschlieBend wurde mit 200 pg/1 Anhydrotetra- 

10 cyclin (50 ul einer 200 pg/ml-Stammlosung in DMF) induziert und weitere 3 h bei 22°C, 200 Upm geschuttelt. Die Zel- 
len wurden durch Zentrifugation (15 min, 4420 g, 4°C) sedimentiert und jeweils in 1 ml kaltem Periplasma-AufschluB- 
puffer (100 mM Tris/HCl pH 8,0, 500 mM Saccharose, 1 mM EDTA) resuspendiert. Nach Zugabe von 25 ul einer Lo- 
sung von 1 mg/ml Lysozym in dem Periplasma- AufschluBpufFer wurde fur 30 min auf Eis inkubiert. Die Spharoplasten 
wurden durch Zentrifugation (15 min, 18 500 g, 4°C) sedimentiert, und der "Oberstand wurde als periplasmatischer Pro- 

15 teinextrakl in ein neues ReaktionsgefaB uberfuhrt. 

Fiir den ELISA wurden die Vertiefungen einer Mikrotiterplattc (ELISA-STRIP, 2x8 Well, KO, F-Form, Bindckapa- 
zitat hoch, Greiner) mit jeweils 200 pi einer Losung von 20 mg/ml HSA in 50 mM NaHCC>3 pH 9,6 gefullt und fiir 1 h 
bei RT inkubiert. Nach Entfernen der Losung wurden unbelegte Bindungsstellen mit 200 pi 3% w/v BSA in PBS mit 
0,5% v/v Tween 20 fur 1 h abgesattigt. Nach dreimaligem Waschen mit PBST wurde jeweils in die erste Vertiefung einer 

20 Reihe 50 ul des unverdiinnten periplasmatischen Proteinextrakts gefullt. In den daraufFolgenden Vertiefungen jeder 
Reihe wurde zuna'chst je 50 pi PBS vorgelegt. AnschlieBend wurde jeweils in die zweite Vertiefung 50 pi des periplas- 
matischen Proteinextrakts pipettiert, gemischt und davon ausgehend in den weiteren Vertiefungen der Reihe schrittweise 
1 : 2- Verdunnungen zubereitet. Als Kontrolle diente der periplasmatische Proteinextrakt mit dem Bbp, der unter Vferwen- 
dung von pBBI > 22 als Expressionsplasmid hergestellt worden war. 

25 Nach 1 h Inkubation bei RT wurde erneut dreimal mit PBST gewaschen und anschliefiend jeweils 200 pi der Ligan- 
denlosung (SEQ ID NO: 13, 1 pM in PBST) in die Vertiefung pipettiert. Nach 1 h Inkubation bei RT wurde dreimal mit 
PBST gewaschen und danach 50 pi Avidin-Alkalische Phosphatase- Konjugat (ExtrAvidin-AP-Konjugat, Sigma), 
1 : 1000 verdiinnt in PBST, in jede Vertiefung gefullt. Es wurde emeut fur 1 h bei RT inkubiert und anschliefiend zwei- 
mal mit PBST und zweimal mit PBS gewaschen. Der Nachweis dergebundenen Anticaline erfolgte mittels chromogener 

30 Reakdon in Gegenwart von p-Nitrophenylphosphat. Dazu wurden 100 pi einer Losung von 0,5 mg/ml p-Nitrophenylp- 
hosphat (Amresco) in AP-Puffer in jede Vertiefung gefullt und die Produktbildung durch Messung der Absorption bei 
405 nm in einem SpectraMax 250-Photometer (Molecular Devices) als dA/dt-Wert gemessen, 

Im Fall des Bbp LeBen sich nur niedrige Signale nachweisen, wahrend alle analysierten Andcaline eindeudge Bindung 
zeigten. Das Signal war fur HepCl am starksten, gefolgt von HepC4. Die Bindungskurven fur HepCl, HepC4 und Bbp 

35 sind in Fig. 7 dargestellt. 



40 
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Sequenzprotokoll 

ALLGEMEINE ANGABEN: 

5 

ANMELDER: 

NAME: Prof. Dr. Arne Skerra 

STRASSE: Gruener Weg 3 l0 
ORT: Darmstadt 
LAND: Deutschland 

POSTLEITZAHL : 64283 l5 
TELEFON: 06151-163175 
TELEFAX: 06151-164349 

20 

BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Anticaline 

ANZAHL DER SEQUENZEN: 13 25 

COMPUTERLESBARE FASSUNG: 

DATENTRAGER: Diskette 30 
COMPUTER: IBM PC-kompatibel 
BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

SOFTWARE: Microsoft Word, Format Text 35 

DATEN DER JETZIGEN ANMELDUNG: 

ANMELDENUMMER: noch nicht bekannt 40 
ANMELDETAG: noch nicht bekannt 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 1: 45 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 

LANGE: 64 Basen 50 
ART: Nucleins&ure 
STRANGFORM : E inz e 1 s t rang 

TOPOLOGIE: linear 55 
ART DES MOLEKOLS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 1: 60 



65 
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CCATGGTAAA TGGTGGGAAG TCGCCAAATA CCCCNNKNMS NNSNNKAAGT 50 
ACGGAAAGTG CGGA 64 

5 

ANGABEN ZU SEQ ID-N0:2: 

10 SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 

LANGE: 71 Basen 

ART: Nucleins&ure 
15 STRANGFORM: Einzel Strang 

TOPOLOGIE : linear 

ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 

20 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 2: 

GGGTAGGCGG TACCTTCSNN AAAGTATTCC TTGCCGTGGA TTACMNNGTA 50 
SNNCGAAACT TTGACACTCT T 71 

30 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO :3: 



25 



35 



40 



45 



SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 74 Basen 
ART: Nucleins&ure 
STRANGFORM: Einzel Strang 
TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 
SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 3: 
CCAAGATTGG AAAGATCTAC CACAGCNNSA CTNNKGGAGG TNNSACCWS 50 

50 

GAGNNKGTAT TCAACGTACT CTCC 74 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 4: 

55 



SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 78 Basen 

60 

ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM : Einz el s trang 
TOPOLOGIE: linear 

65 
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ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 4: 5 

TCTGGAGAGC ACCCAGACMN NGTCSNNGTG TCCCTTCTTG TCCTCGTCGT 50 
ASNNGCAMNN GTATCCGATG ATGTAGTT 78 10 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 5: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
L&NGE: 46 Basen 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM : Einz els tr ang 
TOPOLOGIE ; 1 inear 

ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 5: 

AGATCTTTCC AATCTTGGAG TCACCAACTG GGTAGGCGGT ACCTTC 46 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 6: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 36 Basen 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE : 1 inear 

ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 6: 

CTTCGACTGG TCCCAGTACC ATGGTAAATG GTGGGA 36 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 7: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 37 Basen 
ART: Nucleinsaure 



15 
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STRANGFORM : Einz e 1 s trahg 
TOPOLOGIE : 1 inear 

ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 7: 

CACCAGTAAG GACCATGCTT CTGGAGAGCA CCCAGAC 37 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 8: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
L&NGE: 17 Basen 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE : 1 inear 

ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 8: 

GACGGTGCCT GTCCCGA 17 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 9: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LftNGE: 17 Basen 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM : E in z e 1 s t r ang 
TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKttLS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 9: 

GACTACTGGG GAGCCGA 17 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 10: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 1219 Basenpaare 
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ART: Nucleins^ure 
STRANGFORM: Doppel Strang 

TOPOLOGIE: linear 5 
ART DES MOLEKttLS: Fragment des Plasmids pBBP20 

MERKMAL: 10 
NAME/ SCHLUSSEL : Signalpeptid 
LAGE: (22.. 84) 



MERKMAL: 

NAME/SCHLtfSSEL: reifes Peptid 
LAGE: (85. .1209) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt="Fusionsprotein aus Bilin-Bindungsprotein, 
Strep-Tag II und Fragment des Phagen- 
Httllproteins pill" 

/ Codon= ( Sequenz : " TAG " , Aminos&ur e : Gin ) 

MERKMAL: 

NAME /SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: (85.. 606) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt^" matures Bilin-Bindungsprotein" 
MERKMAL: 

NAME/ SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: (607.. 636) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt= n Strep-Tag II-Af f ini tatsanhangsel " 
MERKMAL: 

NAME/ SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 

LAGE: (637. .639) 

SONSTIGE ANGABEN: 

/ Sons t iges= " Amber- S topcodon ■ 

MERKMAL: 

NAME/ SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 
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LAGE: (640. .1209) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt="Aminosauren 217-406 des Htillproteins pill" 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 10: 

TCTAGTTAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT 45 

Met Lys Lys Thr Ala lie Ala lie 
-21 -20 -15 

GCA GTG GCA CTG GCT GGT TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC GAC GTG 90 
Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gin Ala Asp Val 
-10 -5 -1 1 

TAC CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC GAC AAC TTC 135 
Tyr His Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val Asp Asn Phe 
5 10 15 

25 GAC TGG TCC CAG TAC CAT GGT AAA TGG TGG GAA GTC GCC AAA TAC 180 
Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Glu Val Ala Lys Tyr 
20 25 30 

30 CCC AAC TCA GTT GAG AAG TAC GGA AAG TGC GGA TGG GCT GAG TAC 225 
Pro Asn Ser Val Glu Lys Tyr Gly Lys Cys Gly Trp Ala Glu Tyr 
35 40 45 



10 



15 



20 



35 



45 



55 



60 



65 



ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG AAC TAC CAC GTA ATC 270 
Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Asn Tyr His Val lie 
50 55 60 



CAC GGC AAG GAA TAC TTT ATT GAA GGA ACT GCC TAC CCA GTT GGT 315 
40 His Gly Lys Glu Tyr Phe lie Glu Gly Thr Ala Tyr Pro Val Gly 
65 70 75 



GAC TCC AAG ATT GGA AAG ATC TAC CAC AGC CTG ACT TAC GGA GGT 360 
Asp Ser Lys lie Gly Lys lie Tyr His Ser Leu Thr Tyr Gly Gly 
80 85 90 



GTC ACC AAG GAG AAC GTA TTC AAC GTA CTC TCC ACT GAC AAC AAG 405 
Val Thr Lys Glu Asn Val Phe Asn Val Leu Ser Thr Asp Asn Lys 
so 95 100 105 

AAC TAC ATC ATC GGA TAC TAC TGC AAA TAC GAC GAG GAC AAG AAG 450 
Asn Tyr lie lie Gly Tyr Tyr Cys Lys Tyr Asp Glu Asp Lys Lys 
110 115 120 



GGA CAC CAA GAC TTC GTC TGG GTG CTC TCC AGA AGC ATG GTC CTT 495 
Gly His Gin Asp Phe Val Trp Val Leu Ser Arg Ser Met Val Leu 
125 130 135 

ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT GTC GAG AAC TAC CTT ATC GGC TCC 540 
Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr Leu lie Gly Ser 
140 145 150 
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CCA GTA GTC GAC TCC CAG AAA CTG GTA TAC AGT GAC TTC TCT GAA 585 
Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val Tyr Ser Asp Phe Ser Glu 
155 160 165 

GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT AGC AAC TGG TCT CAC CCG CAG TTC 630 
Ala Ala Cys Lys Val Asn Asn Ser Asn Trp Ser His Pro Gin Phe 
170 175 180 

GAA AAA TAG GCT GGC GGC GGC TCT GGT GGT GGT TCT GGC GGC GGC 675 
Glu Lys Gin Ala Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly 
185 190 195 

TCT GAG GGT GGT GGC TCT GAG GGT GGC GGT TCT GAG GGT GGC GGC 720 15 
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly 
200 205 210 

TCT GAG GGA GGC GGT TCC GGT GGT GGC TCT GGT TCC GGT GAT TTT 765 20 
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Asp Phe 
215 220 225 



10 



GAT TAT GAA AAG ATG GCA AAC GCT AAT AAG GGG GCT ATG ACC GAA 810 
Asp Tyr Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala Met Thr Glu 
230 235 240 



25 



AAT GCC GAT GAA AAC GCG CTA CAG TCT GAC GCT AAA GGC AAA CTT 855 
Asn Ala Asp Glu Asn Ala Leu Gin Ser Asp Ala Lys Gly Lys Leu 30 
245 250 255 



35 



40 



45 



GAT TCT GTC GCT ACT GAT TAC GGT GCT GCT ATC GAT GGT TTC ATT 900 
Asp Ser Val Ala Thr Asp Tyr Gly Ala Ala lie Asp Gly Phe lie 
260 265 270 

GGT GAC GTT TCC GGC CTT GCT AAT GGT AAT GGT GCT ACT GGT GAT 945 
Gly Asp Val Ser Gly Leu Ala Asn Gly Asn Gly Ala Thr Gly Asp 
275 280 285 

TTT GCT GGC TCT AAT TCC CAA ATG GCT CAA GTC GGT GAC GGT GAT 990 
Phe Ala Gly Ser Asn Ser Gin Met Ala Gin Val Gly Asp Gly Asp 
290 295 300 

AAT TCA CCT TTA ATG AAT AAT TTC CGT CAA TAT TTA CCT TCC CTC 1035 
Asn Ser Pro Leu Met Asn Asn Phe Arg Gin Tyr Leu Pro Ser Leu 
305 310 315 

50 

CCT CAA TCG GTT GAA TGT CGC CCT TTT GTC TTT GGC GCT GGT AAA 1080 
Pro Gin Ser Val Glu Cys Arg Pro Phe Val Phe Gly Ala Gly Lys 
320 325 330 

55 

CCA TAT GAA TTT TCT ATT GAT TGT GAC AAA ATA AAC TTA TTC CGT 1125 
Pro Tyr Glu Phe Ser lie Asp Cys Asp Lys lie Asn Leu Phe Arg 
335 340 "* 345 

GGT GTC TTT GCG TTT CTT TTA TAT GTT GCC ACC TTT ATG TAT GTA 1170 60 
Gly Val Phe Ala Phe Leu Leu Tyr Val Ala Thr Phe Met Tyr Val 
350 355 360 

65 
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TTT TCT ACG TTT GCT AAC ATA CTG CGT AAT AAG GAG TCT 1209 
Phe Ser Thr Phe Ala Asn lie Leu Arg Asn Lys Glu Ser 
365 370 375 

TAATAAGCTT .1219 
ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 11: 



SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
l5 L&NGE: 1380 Basenpaare 

ART : Nuc leinsSure 

STRANGFORM : Doppe 1 s t rang 
20 TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEK0LS: Fragment des Plasmids pBBP21 

25 MERKMAL: 

NAME/SCHLOSSEL: Signalpeptid 
LAGE: (22.. 84) 

30 

MERKMAL: 

NAME/ SCHLUSSEL : reifes Peptid 
35 LAGE: (85.. 636) 

SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt="Fusionsprotein aus Bilin-Bindungsprotein und 
40 Strep-Tag II" 

MERKMAL: 

45 NAME /SCHLUSSEL: Signalpeptid 

LAGE: (658.. 717) 

50 MERKMAL: 

NAME/ SCHLUSSEL: reifes Peptid 

LAGE: (718.. 1365) 
55 SONSTIGE ANGABEN: 

/ Produkt = " DsbC - Protein " 



SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 11: 

TCTAGATAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT 45 

Met Lys Lys Thr Ala lie Ala lie 
-21 -20 -15 
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GCA 
Ala 


GTG 
Val 


GCA 
Ala 


CTG 
Leu 
-10 


GCT 
Ala 


GGT 
Gly 


TTC 
Phe 


GCT 
Ala 


ACC 
Thr 
-5 


GTA 
Val 


GCG 
Ala 


CAG 
Gin 


GCC 
Ala 
-1 


GAC 
Asp 
1 


GTG 
Val 


90 


TAP 

Tyr 


PAP 

His 


GAP 

Asp 
5 


GGT 
Gly 


GCC 
Ala 


TGT 

X \J X 

Cys 


CCC 
Pro 


GAA 
Glu 
10 


GTC 
Val 


AAG 
Lys 


CCA 
Pro 


GTC 
Val 


GAC 
Asp 
15 


AAC 
Asn 


TTC 
Phe 


135 


GAC 
Asp 


TGG 
Trp 


TCC 
Ser 
20 


CAG 
Gin 


TAC 
Tyr 


CAT 
His 


GGT 
Gly 


AAA 
Lys 
25 


TGG 
Trp 


TGG 
Trp 


GAA 
Glu 


GTC 
Val 


GCC 
Ala 
30 


AAA 
Lys 


TAC 
Tyr 


180 


Pro 


AAC 
Asn 


TCA 
Ser 
35 


GTT 
Val 


GAG 
Glu 


AAG 
Lys 


TAC 
Tyr 


GGA 
Gly 
40 


AAG 
Lys 


TGC 
Cys 


GGA 
Gly 


TGG 
Trp 


GCT 
Ala 
45 


GAG 
Glu 


TAC 
Tyr 


225 


APT 

Thr 


PPT 
Pro 


GAA 
Glu 
50 


GGC 
Gly 


AAG 
Lys 


AGT 
Ser 


GTC 
Val 


AAA 
Lys 
55 


GTT 
Val 


TCG 
Ser 


AAC 
Asn 


TAC 
Tyr 


CAC 
His 
60 


GTA 
Val 


ATC 
He 


270 


CAC 
His 


GGC 
Gly 


AAG 
Lys 
65 


GAA 
Glu 


TAC 
Tyr 


TTT 
Phe 


ATT 
He 


GAA 
Glu 
70 


GGA 
Gly 


ACT 
Thr 


GCC 
Ala 


TAC 
Tyr 


CCA 
Pro 
75 


GTT 
Val 


GGT 
Gly 


315 


nap 
Asp 


TPP 

Ser 


AAG 

Lys 
80 


ATT 

He 


GGA 

Gly 


AAG 

Lys 


ATC 

He 


TAC 
Tyr 
85 


CAC 
His 


AGC 
Ser 


CTG 
Leu 


ACT 
Thr 


TAC 
Tyr 
90 


GGA 
Gly 


GGT 
Gly 


360 


^ITP 

Val 


APP 

Thr 


AAG 

Lys 
95 


Glu 


AAP 

Asn 


GTA 

W X £\ 

Val 


TTP 

Phe 


AAC 
Asn 
100 


GTA 
Val 


CTC 
Leu 


TCC 
Ser 


ACT 
Thr 


GAC 
Asp 
105 


AAC 
Asn 


AAG 
Lys 


405 


AAP 

Asn 


TAP 

Tyr 


ATP 

ill \-» 

He 
110 


ATC 
He 


GGA 
Gly 


TAC 
Tyr 


TAC 
Tyr 


TGC 
Cys 
115 


AAA 
Lys 


TAC 
Tyr 


GAC 
Asp 


GAG 
Glu 


GAC 
Asp 
120 


AAG 
Lys 


AAG 
Lys 


450 


GGA 
Gly 


CAC 
His 


CAA 
Gin 
125 


GAC 
Asp 


TTC 
Phe 


GTC 
Val 


TGG 
Trp 


GTG 
Val 
130 


CTC 
Leu 


TCC 
Ser 


AGA 
Arg 


AGC 
Ser 


ATG 
Met 
135 


GTC 
Val 


CTT 
Leu 


495 


APT 1 

Thr 


oVj 1 

Gly 


gaa 
Glu 
140 


Ala 


aag 
Lys 


APP 

Thr 


GPT 

w\— X 

Ala 


GTP 

Val 
145 


GAG 
Glu 


AAC 
Asn 


TAC 
Tyr 


CTT 
Leu 


ATC 
He 
150 


GGC 
Gly 


TCC 
Ser 


540 


PPA 

Pro 


nTA 
Val 


GTP 

Val 
155 


GAP 
Asp 


TPP 

Ser 


PAG 

Gin 


AAA 

Lys 


CTG 

Leu 
160 


GTA 
Val 


TAC 
Tyr 


AGT 
Ser 


GAC 
Asp 


TTC 
Phe 
165 


TCT 
Ser 


GAA 
Glu 


585 


GCC 
Ala 


GCC 
Ala 


TGC 
Cys 
170 


AAG 
Lys 


GTC 
Val 


AAC 
Asn 


AAT 
Asn 


AGC 
Ser 
175 


AAC 
Asn 


TGG 
Trp 


TCT 
Ser 


CAC 
His 


CCG 
Pro 
180 


CAG 
Gin 


TTC 
Phe 


630 


GAA 
Glu 


AAA 
Lys 


TAATAAGCTT CGGGAAGATT T 


ATG 
Met 
-20 


AAG 
Lys 


AAA 
Lys 


GGT 
Gly 


TTT 
Phe 


ATG 
Met 
-15 


675 





25 
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■ : it 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



TTP 

X XVJ 

Leu 


rnmrn 

XXX 

Phe 


ACT 

nv« x 

Thr 


X X VJ 

Leu 


TTA 
x iri 

Leu 
-10 


PPG 

Ala 


PPG 

vj\»»vj 

Ala 


TTT 
Phe 


TCA 
Ser 


GGC 
Gly 
-5 


TTT 
Phe 


GCT 

VJV.. X 

Ala 


PAG 

V— AVJ 

Gin 


GPT 

vjv, x 

Ala 
-1 


GAT 
Asp 
1 


720 


PAP 
Asp 


ppp 
Ma 


PPA 

Ala 


ATT 

X X 

He 
5 


PAA 

Gin 


CAA 
Gin 


ACG 
Thr 


TTA 
Leu 


GCC 
Ala 
10 


AAA 
Lys 


ATG 
Met 


GGP 
Gly 


ATC 
He 


AAA 
Lys 
15 


AGC 

AVJV_ 

Ser 


765 


AGC 
Ser 


GAT 
Asp 


ATT 
He 


CAG 
Gin 
20 


CCC 
Pro 


GCG 
Ala 


CCT 
Pro 


GTA 
Val 


GCT 
Ala 
25 


GGC 
Gly 


ATG 
Met 


AAG 
Lys 


ACA 
Thr 


GTT 

VJ X X 

Val 
30 


CTG 
Leu 


810 


ACT 
Thr 


AAC 
Asn 


AGC 
Ser 


GGC 
Gly 
35 


GTG 
Val 


TTG 
Leu 


TAC 
Tyr 


ATC 
He 


ACC 
Thr 
40 


GAT 
Asp 


GAT 
Asp 


GGT 
Gly 


AAA 
Lys 


CAT 
His 
45 


ATC 
He 


855 


ATT 

ax x 

lie 


PAG 

V— AVJ 

Gin 


GGG 

VJVJVJ 

Gly 


CCA 
Pro 
50 


ATG 
Met 


TAT 
Tyr 


GAC 
Asp 


GTT 

VJX X 

Val 


AGT 
Ser 
55 


GGC 
Gly 


ACG 
Thr 


GCT 
Ala 


CCG 
Pro 


GTC 
Val 
60 


AAT 
Asn 


900 


\J X V_ 

Val 


ACC 
Thr 


AAT 
Asn 


AAG 
Lys 
65 


ATG 
Met 


CTG 
Leu 


TTA 
Leu 


AAG 
Lys 


CAG 
Gin 
70 


TTG 
Leu 


AAT 
Asn 


GCG 
Ala 


CTT 
Leu 


GAA 
Glu 
75 


AAA 
Lys 


945 


pap 

VjAVJ 

Glu 


ATP 

Met 


ATP 

He 


PTT 

VJX X 

Val 
80 


TAT 

X AX 

Tyr 


AAA 

AAA 

Lys 


GPG 
Ala 


PPG 
Pro 


PAG 

VfiVJ 

Gin 
85 


GAA 

UAA 

Glu 


AAA 

AAA 

Lys 


PAP 
His 


GTC 

VJ X 

Val 


ATC 
He 
90 


ACC 

**V-»V— 

Thr 


990 


prpp 
vjlvj 

Val 


rnmrn 
L 1 1 

Phe 


APT 1 
av-x 

Thr 


PAT 

Asp 
95 


ATT 
a± X 

He 


APP 
av»,v_ 

Thr 


TPT 

Cys 


PPT 
Vjvjx 

Gly 


TAP 
xaV*. 

Tyr 
100 


TPP 

Cys 


PAP 

His 


AAA 

AAA 

Lys 


PTP 

V_ X VJ 

Leu 


PAT 

V — t\ X 

His 
105 


PAP 

VJAVJ 

Glu 


1 0^5 

IvJ -J 


PA A 
v»aa 

Gin 


ATP 
Ax Vj 

Met 


PPA 
Ala 


PAP 
vjAv«» 

Asp 
110 


TAP 

Tyr 


AAP 

Asn 


ppp 
Ala 


PTP 

V— X VJ 

Leu 


GGG 

VJVJVJ 

Gly 
115 


ATP 

He 


APP 

Thr 


PTP 

Val 


PPT 
v_»o X 

Arg 


TAT 

XAi 

Tyr 
120 


CTT 

V— X X 

Leu 


1 080 


GOT 

VJV, X 

Ala 


TTC 

X X 

Phe 


CCG 
Pro 


CGC 
Arg 
125 


CAG 
Gin 


GGG 
Gly 


CTG 
Leu 


GAC 
Asp 


AGC 
Ser 
130 


GAT 
Asp 


GCA 
Ala 


GAG 
Glu 


AAA 
Lys 


GAA 
Glu 
135 


ATG 
Met 


1125 


AAA 

Lys 


GPT 

VJ\-r X 

Ala 


ATP 
n x v— 

He 


TPP 

X u\J 

Trp 
140 


TPT 
X ox 

Cys 


PPP 
Ala 


AAA 

AAA 

Lys 


GAT 

VJAX 

Asp 


AAA 

AAA 

Lys 
145 


AAP 

AAV— 

Asn 


AAA 

AAA. 

Lys 


GPG 

VJ\_ VJ 

Ala 


TTT 

XXX 

Phe 


GAT 

VJAX 

Asp 
150 


PAT 

VJAX 

Asp 


1170 

X> X / \J 


Val 


Met 


vjV^a 

Ala 


PPT 
vjVjx 

Gly 
155 


AAA 
aaa 

Lys 


APP 
nut 

Ser 


PTP 

Val 


PPA 

Ala 


PPA 

V— V— A 

Pro 
160 


ppp 
Ala 


APT 

AVJX 

Ser 


TPP 

Cys 


PAP 

UAV. 

Asp 


PTP 

VJXVj 

Val 
165 


PAT 

VJAX 

Asp 


±,£i XJ 


ATT 
He 


GCC 
Ala 


GAC 
Asp 


CAT 
His 
170 


TAC 
Tyr 


GCA 
Ala 


CTT 
Leu 


GGC 
Gly 


GTC 
Val 
175 


CAG 
Gin 


CTT 
Leu 


GGC 
Gly 


GTT 
Val 


AGC 
Ser 
180 


GGT 
Gly 


1260 


ACT 
Thr 


CCG 
Pro 


GCA 
Ala 


GTT 
Val 
185 


GTG 
Val 


CTG 
Leu 


AGC 
Ser 


AAT 
Asn 


GGC 
Gly 
190 


ACA 
Thr 


CTT 
Leu 


GTT 
Val 


CCG 
Pro 


GGT 
Gly 
195 


TAC 
Tyr 


1305 
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CAG CCG CCG AAA GAG ATG AAA GAA TTC CTC GAC GAA CAC CAA AAA 1350 
Gin Pro Pro Lys Glu Met Lys Glu Phe Leu Asp Glu His Gin Lys 
200 205 210 

ATG ACC AGC GGT AAA TAATTCGCGT AGCTT 1380 
Met Thr Ser Gly Lys 
215 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 12: 

SEQUENZCHARAKTERI STIKA : 
iANGE: 793 Basenpaare 
ART: Nucleins&ure 
STRANGFORM : Doppels trang 
TOPOLOGIE : 1 inear 

ART DES MOLEKOLS: Fragment des Plasmids pBBP22 

MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: Signalpeptid 
LAGE: (22.. 84) 

MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: reifes Peptid 
LAGE: (85. .783) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt="Fusionsprotein aus Bilin-Bindungsprotein, 
Strep-Tag II und Albumin-Bindungsdomane" 

MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: (85.. 606) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/ Produk t = n matures Bi 1 in- B indungspr o te in " 
MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: (607.. 636) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/ Produk t= n Strep-Tag II-Af finite tsanhangsel 0 
MERKMAL: 
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NAME/SCHLOSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: (637. .783) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt= M Albumin-Bindungsdomane aus Protein G" 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 12: 

TCTAGATAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT 45 

Met Lys Lys Thr Ala lie Ala lie 
-21 -20 -15 



GCA GTG GCA CTG GCT GGT TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC GAC GTG 90 
Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gin Ala Asp Val 
20 -io -5 -1 1 

TAC CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC GAC AAC TTC 135 
Tyr His Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val Asp Asn Phe 
25 5 10 15 

GAC TGG TCC CAG TAC CAT GGT AAA TGG TGG GAA GTC GCC AAA TAC 180 
Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Glu Val Ala Lys Tyr 
20 25 30 

CCC AAC TCA GTT GAG AAG TAC GGA AAG TGC GGA TGG GCT GAG TAC 225 
Pro Asn Ser Val Glu Lys Tyr Gly Lys Cys Gly Trp Ala Glu Tyr 
35 40 45 

ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG AAC TAC CAC GTA ATC 270 
Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Asn Tyr His Val lie 
50 55 60 

CAC GGC AAG GAA TAC TTT ATT GAA GGA ACT GCC TAC CCA GTT GGT 315 
His Gly Lys Glu Tyr Phe lie Glu Gly Thr Ala Tyr Pro Val Gly 
65 70 75 

45 GAC TCC AAG ATT GGA AAG ATC TAC CAC AGC CTG ACT TAC GGA GGT 360 
Asp Ser Lys lie Gly Lys lie Tyr His Ser Leu Thr Tyr Gly Gly 
80 85 90 



GTC ACC AAG GAG AAC GTA TTC AAC GTA CTC TCC ACT GAC AAC AAG 405 
Val Thr Lys Glu Asn Val Phe Asn Val Leu Ser Thr Asp Asn Lys 
95 100 105 



AAC TAC ATC ATC GGA TAC TAC TGC AAA TAC GAC GAG GAC AAG AAG 450 
55 Asn Tyr lie lie Gly Tyr Tyr Cys Lys Tyr Asp Glu Asp Lys Lys 
110 115 120 



GGA CAC CAA GAC TTC GTC TGG GTG CTC TCC AGA AGC ATG GTC CTT 495 
Gly His Gin Asp Phe Val Trp Val Leu Ser Arg Ser Met Val Leu 
125 130 135 

ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT GTC GAG AAC TAC CTT ATC GGC TCC 540 
Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr Leu lie Gly Ser 
140 145 150 
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CCA GTA GTC GAC TCC CAG AAA CTG GTA TAC AGT GAC TTC TCT GAA 585 
Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val tyr Ser Asp Phe Ser Glu 
155 160 165 

GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT AGC AAC TGG TCT CAC CCG CAG TTC 630 
Ala Ala Cys Lys Val Asn Asn Ser Asn Trp Ser His Pro Gin Phe 
170 175 180 

GAA AAA CCA GCT AGC CTG GCT GAA GCT AAA GTT CTG GCT AAC CGT 675 
Glu Lys Pro Ala Ser Leu Ala Glu Ala Lys Val Leu Ala Asn Arg 
185 190 195 

GAA CTG GAC AAA TAC GGT GTT TCC GAC TAC TAC AAA AAC CTC ATC 720 15 
Glu Leu Asp Lys Tyr Gly Val Ser Asp Tyr Tyr Lys Asn Leu lie 
200 205 210 

AAC AAC GCT AAA ACC GTT GAA GGT GTT AAA GCT CTG ATC GAC GAA 765 20 
Asn Asn Ala Lys Thr Val Glu Gly Val Lys Ala Leu lie Asp Glu 
215 220 225 



ATT CTC GCA GCA CTG CCG TAATAAGCTT 793 
lie Leu Ala Ala Leu Pro 
230 



Xaa Ser Pro Thr His Tyr Val 
1 5 



10 



25 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 13: 30 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 

LANGE: 7 Aminosauren 35 
ART: Aminosaure 
TOPOLOGIE : 1 inear 

ART DES MOLEKULS: synthetisches Peptid *o 
MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: sonstige Merkmale ^ 
LAGE: 1 

SONSTIGE ANGABEN: Xaa ist Biotinamidocaproyl 

50 

MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: sonstige Merkmale 

LAGE: 7 55 
SONSTIGE ANGABEN: C-Terminus ist Amid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 13: 60 



65 
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Patenlanspriiche 

1. Anticaline, herstellbar ausgehend von Polypepliden der Lipocalinfamilie, indern Aminosauren im Bereich der 
vier Peplidschleifen, die an einem Ende der zylindrischen Faltblattstruktur angeordnet sind, mulierl werden, und die 

5 dadurch charakterisiert sind, daB sie einen vorgegebenen Liganden mit bestimmbarer Affinitat binden. 

2. Anticaline nach Anspruch 1 , wobei das Lipocalin ausgew&hlt wird aus der Gruppe bestehend aus dem Bilin-Bin- 
dungsprotein aus Pieris brassicae, dem Retinol-Bindungsprotein des Menschen und dem Apolipoprotein D des 
Menschen. 

3. Anticaline nach Anspruch 1 oder 2, wobei es sich bei den mutierten Aminosauren im Bereich der vier Peptid- 
10 schleifen um die Sequenzpositionen 34 bis 37, 58, 60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 116, 125 und 127 des Bilin-Bin- 

dungsproteins oder um die Sequenzpositionen 34 bis 37, 59, 61, 70, 87, 89, 92, 94, 96, 113, 115, 123 und 125 des 
Apolipoprotein D handelt. 

4. Anticaline nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei weitere Aminosauren in dem Lipocalin oder Anticalin aus- 
getauscht werden, um die monomere Struklurdes Anticalins zu stabilisieren, um Erkennungsstellen fur Proteasen in 

15 dem Anticalin zu eliminieren oder um geeignete Restriktionsschnittstellen zur Manipulation der fur die Lipocalin- 

mutcine oder das Anticalin kodierendcn Nuklcinsaurcn einzufuhren. 

5. Anticaline nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei der Ligand cine chemische Verbindung in freier oder kon- 
jugierter Form ist, die Merkmale eines immunologischen Haptens aufweist. 

6. Anticaline nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei der Ligand ein Peptid, ein Polypeptid oder ein anderes Ma- 
20 kromolekiil oder ein entsprechendes Konjugat davon ist. 

7. Verfahren zur Herstellung von Anticalinen nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6, wobei die aus der 
Mutagenese resultierende Nukleinsaure, die fiir die Bibliothek der Lipocalinmuteine kodierl, zur Selektion des oder 
der Anticaline auf Bindung des vorgegebenen Liganden am 3'-Ende mit einem Gen, das fur das Hullprotein pin ei- 
nes filamentosen Bakteriophagen der M13-Familic oder fiir ein Fragment dieses Hiillproteins kodiert, in opcrabler 

25 Weise fusioniert wird. 

8. Verfahren zur Herstellung von Anticalinen nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6, wobei das Antica- 
lin, ein Fragment des Anticalins oder ein Fusionsprotein aus dem Anticalin und einem anderen Polypeptid ausge- 
hend von der fiir das Anticalin kodierenden Nukleinsaure mittels gentechnischer Methoden in einem bakteriellen 
oder eukaryontischen Wirtsorganismus produziert und aus diesem Wirtsorganismus oder dessen Kultur gewonnen 

30 wird. 

9. Verwendung von Anticalinen oder von Fusionsproteinen aus Anticalinen und anderen Polypeptiden nach einem 
oder mehreren der Anspruche 1 bis 6 zur Bindung an eine Festphase, so daB der Ligand des Anticalins oder ein Kon- 
jugat oder Fusionsprotein dieses Liganden immobilisiert oder abgetrennt werden kann. 

10. Verwendung von Anticalinen oder von Fusionsproteinen aus Anticalinen und anderen Polypeptiden nach einem 
35 oder mehreren der Anspruche 1 bis 6 zur Markierung mit cincm Enzym, einem Antikorper, einer radioaktiven Sub- 

stanz oder einer anderen Gruppe mit einer biochemischen Aktivitat oder mit definierten Bindungseigenschaften, so 
daB der Ligand des Anticalins oder ein Konjugat oder Fusionsprotein dieses Liganden damit nachgewiesen oder in 
Kontakt gebracht werden kann. 
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40 Hierzu 7 Seite(n) Zeichnungen 
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Fig. 2 
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ZEICHNUNGEN SEITE 3 Nummer DE19742 706A1 

IntCI. 6 : C 07 K 14/435 

Offenlegungstag: 15. April 1999 

Rbp l erdcrvssfrvkenfdkarfsgtwyamakkdpegl^ . 47 

ApoD 1 QAFHLGKCPNPPVQENFDVNKYLGRWYEIEKI PTTFEN . GRCIQANYSLM 49 

Bbp 1 NVYHDGACPEVKPVDl^DWSN YHGKX^^ . 49 



Rbp 48 DET G0MSATAKG RVRLLN3SIWDV . AKFKMKY WGVAS 95 

ApoD 50 ENGKI KVLNQELRADG TVNQ I EGEATPVNLT . . EPAKLEVKFSWF 92 

Bbp 50 E . G KSVKVSNY HVIHG K EYFIEGTAY PVGDSKI GKIYHK LTYGGV 93 



* ★ * * ★ ★ 



Rbp 96 FLOKG NDDHWIVDTD YD TYAVOYSCRL LNLDG 145 

ApoD 93 . . . MPSAPYWILATDYENYALVYSCTCI . IQ . LFHVDFAWI LARNPNL . P 13 6 

Bbp 94 . . .TK EIWFNVLSTD NK NYIIGYYCK YD.^ 138 



Rbp 146 PEAQKIVRQRQEEL . CLA . RQYRLXVH . . . NGYCDGRSERNLL 183 

ApoD 137 PETVDSLKNILT . SNNIDVKKtfTVTD . - QVNCPKLS 169 
Bbp 139 GEAKTAVENYLIGSPVVDSQKLVYSDFSEAACKVNN 174 



Fig. 3 
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• " ' • ZEICHNUNGEN SEITE 4 



Nummen 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE197 42 706A1 
C07K 14/435 

15. April 1999 



1.PCFUA + B) 

SEQ ID N0:1 




Bbp-DNA 
(SEQ ID NO: 10) 



SEQ ID NO:3 
rifflO- 



SEQ ID N0:2 
| PCR(A) 
I II I 



IK 



SEQ ID NO:4 
| PCR (B) 

~~ir 



2. PCR 



SEQ ID NO:6 
BstXI 



BstXI 



□ 



SEQ ID N0:5 
PCR 



Ml 



EE 



BstXI 
SEQ ID NO:7 



BstXI 

im — fa 



Fig. 4 
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^ ZEICHNUNGEN SEITE 7 Nummer DE 19742 706 A1 

IntCI. 6 : C 07 K 14/435 

Offenlegungstag: 15. April 1999 




Fig. 7 
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